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In der heutigen Gesellschaft, die mit einem erheblichen demografischen Wandel konfron-
tiert wird, treten degenerative Erkrankungen vermehrt in den Fokus der Forschung. So 
besteht ein erhöhter Bedarf an Biomaterialien für Knochen- und Hauttransplantationen. 
Durch vorherige Studien ist bereits bekannt, dass nach Transplantationen oder Wundhei-
lungsprozessen in der frühen Phase inflammatorische Prozesse auftreten (Eming et al., 
2014; Maxson et al., 2012). Gerade in diesem Zeitabschnitt werden die Weichen für eine 
erfolgreiche Einheilung von Transplantaten und die Regeneration des Gewebes gestellt. 
Folglich ist eine antiinflammatorische Wirkung additiver Substanzen oder Zellen zu 
befürworten. Die Wirkung humaner mesenchymaler Stromazellen (hMSC) auf die 
beteiligten Komponenten der Immunabwehr ist pleiotrop und vielfach diskutiert. Insbeson-
dere der Erfolg nach Knochenmarkstransplantationen und der reduzierten Abstoßungsre-
ation nach Gewebetransplantationen lassen sie zu einem vielversprechenden Untersu-
chungsobjekt werden. hMSC umgebende Zytokine und Mediatoren der Extrazellulären 
Matrix (ECM) beeinflussen maßgeblich die immunmodulatorischen Eigenschaften. Ein 
Stimulus proinflammatorischer Reaktionen ist dabei Interleukin 1β (IL-1β). Seine Wirkung 
auf im inflammatösen Areal vorkommende Zellen ist sehr variabel und von den jeweiligen 
Zelltypen abhängig. Es konnte hier gezeigt werden, dass nicht nur Zytokine wie Tumor 
Nekrose Faktor α (TNF-α) und Interferon ƴ (IFN-ƴ) in hMSC die Synthese von Prostaglan-
din E2 (PGE2) induzieren (Yagi et al., 2010; Baiquera et al., 2012), sondern auch IL-1β.  
In dieser Arbeit wurde die Wirkung unterschiedlich sulfatierter Glykosaminoglykane (GAG) 
auf die Bildung und Freisetzung von PGE2 unter der Wirkung von IL-1β in hMSC unter-
sucht. GAG als Bestandteile der extrazellulären Matrix sind essentielle Moleküle bei der 
Bildung und Regeneration von Gewebe. Zudem werden natürliche und artifizielle ECM 
Moleküle als Komponenten in Biomaterialien für Transplantationsexperimente verwendet. 
Studien an Osteoblasten bei Ratten ergaben erste Anhaltspunkte, dass speziell sulfatierte 
Glykosaminoglykane, darunter Chondroitinsulfat, einen hemmenden Effekt auf die PGE2 
Freisetzung hatten (Kunze et al., 2010). Dieser Effekt sollte an hMSC bewiesen werden. 
Dabei galt es die molekularen Wirkmechanismen und Signaltransduktionswege näher zu 
beleuchten. IL-1β und dessen Wirkung über den IL-1β Rezeptor sind hinreichend bekannt. 
Intrazellulär wird über eine Kinasekaskade der Transkriptionsfaktor Nuclear Factor κB 
(NfκB) aktiviert. Neben NfκB werden durch IL-1β intrazellulär parallel stressaktivierbare 
Kinasen wie die MAPK (mitogen activated protein kinase) p38, c-Jun N-terminale Kinase 
(JNK) und p42/44 induziert. Diese Kinasen üben wiederum einen Effekt auf die Bindungs-
affinität und damit die Effizienz verschiedener Transkriptionsfaktoren wie NfκB und cAMP 
response element-binding protein (CREB) aus. Beide Faktoren besitzen Bindestellen in 
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den Promotorbereichen der an der PGE2 Synthese beteiligten Enzyme, Cyclooxygenase 2 
(Cox-2) und mikrosomale Prostaglandin E Synthase 1 (mPGES1). Die möglichen 
Angriffspunkte einer inhibitorischen Wirkung von Glykosaminoglykanen auf die PGE2 
Bildung können vielfältig sein. Derzeit gibt es keine hinreichenden Belege inwieweit die 
Wirkung durch Quenching verschiedener Mediatoren, Rezeptoraktivierung und eingeleite-
ter Signaltransduktionskette oder eine Internalisierung der GAG erfolgt. 




Die bedeutenden Erfolge in der Implantations- und Transplantationsmedizin in den letzten 
Jahren basieren hauptsächlich auf Erfahrungswissen. Durch Zusammenarbeit interdis-
ziplinierter Forschungsgruppen von Biologen, Chemiker, Medizinern und Materialwissen-
schaftlern wird eine grundlagenorientierte Erforschung und Weiterentwicklung von 
artifiziellen Extrazellulären Matrizes für die Wundheilung bei Haut- und Knochenverlet-
zungen angestrebt. Innerhalb dieser Kooperation soll Wissen über die Bedeutung der 
ECM für die Differenzierung der Zellen und die Geweberegeneration erworben und 
mithilfe dieser Erkenntnisse die Entwicklung von Biomaterialien vorangetrieben werden. 
Die Kombination von ECM und Stammzellen mit dem Potential der Neubildung von 
Gewebe bietet dabei einen vielversprechenden Ansatz. 
2.1 Stammzellen 
Stammzellen unterliegen der Definition Zellen mit einem Potential zur Selbsterneuerung 
und zur Generierung differenzierter Zellen zu sein. Mit Hilfe dieser undetaillierten Ausle-
gung ist es möglich embryonale und fetale Stammzellen in zureichendem Maß zu 
erläutern, aber nicht adulte Stammzellen. Generell erfolgt die Klassifizierung von Stamm-
zellen in zwei Kategorien. In die erste Gruppe werden die pluripotenten embryonalen 
Stammzellen eingeteilt. Sie besitzen die Fähigkeit sich in Zellen aller drei Keimblätter und 
in Keimzellen zu differenzieren. Im Gegensatz dazu ist die zweite Gruppe der Stammzel-
len nur in der Lage definierte Zelltypen zu bilden. Sie werden als adulte Stammzellen 
bezeichnet. Ihre Aufgabe ist die Regeneration von Zellen im Organismus. Sie sichern 
somit den Erhalt von Organen und Geweben ab. Im Gegensatz zu embryonalen Stamm-
zellen sind sie nicht im Embryo zu finden, sondern erst in der postnatalen Phase in 
adulten Gewebe und Organen vorhanden. (Wintermantel und Ha, 2009) 
Die ethische Problematik über die Verwendung von embryonalen Stammzellen in der 
klinischen Forschung, hat die adulten Stammzellen in den Fokus der Wissenschaftler 
gerückt. Das bisher unzureichende Wissen über die Regulierung der Differenzierung 
embryonaler Stammzellen und die erhöhte Gefahr einer tumorgenen Wirkung, bergen 
daher ein bisher unkontrolliertes Risiko. 
Die adulten Stammzellen mit dem stärksten Regenerationspotential befinden sich im 
Darmepithel, im Knochenmark und in der Haut. Dennoch lassen sich auch andere 
Organe, wie Herz, Lunge, Hirn, Niere und Milz, zur Stammzellgewinnung nutzen. Die 
ursprüngliche Aufgabe der adulten Stammzellen ist die Aufrechterhaltung und Erneuerung 
des mesenchymalen Gewebes. Darüber hinaus besitzen sie die Fähigkeit auf lokale 
Veränderungen in ihrem Umfeld, beispielsweise durch Entzündungen, zu reagieren und  
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diese entscheidend zu beeinflussen. Die mesenchymalen Stromazellen des Knochen-
marks waren in den letzten Jahren Gegenstand vieler Untersuchungen zur Regeneration 
von Knochen und Knorpeln (Rada et al., 2008). Nur 0,01% der isolierten Zellen des 
Knochenmarks sind multipotent und können sich in Zellen der mesodermalen Keimbahn 
differenzieren. Das Fehlen eines spezifischen und charakteristischen Markers der 
mesenchymalen Stromazellen zusammen mit einer uneinheitlichen Nomenklatur haben 
bisherige Forschungsunternehmungen zusätzlich erschwert. Diese Problematik wirft die 
Fragestellung der Vergleichbarkeit der Ergebnisse unterschiedlicher Forschungsgruppen 
auf. Trotz dieser Herausforderung bergen MSC ein großes Potential in der therapeuti-
schen Anwendung (Pittenger et al., 1999; Salem et al., 2010; Singer et al., 2011).  
2.2 Humane mesenchymale Stromazellen (hMSC) 
Humane mesenchymale Stromazellen wurden das erste Mal im Jahr 1968 durch Frieden-
stein et al. aus dem Knochenmark isoliert. Sie sind charakterisiert durch Adhärenz auf 
Plastikoberflächen, eine Fibroblasten ähnliche Gestalt und die Bildung Kolonie formender 
Einheiten (Afanasyev et al.; 2009; Salem et al., 2009). Ihr multipotenter Charakter wurde 
bestätigt durch die Fähigkeit der Bildung von Chondrozyten, Osteoblasten, Adipozyten, 
Myozyten, Stromazellen, Fibroblasten und andere Zellen (Abbildung 2.1). Durch den 
ausstehenden Nachweis, dass hMSC auch in vivo einen multipotenten Charakter 
aufweisen, einigte man sich auf die Nomenklatur „Mesenchymale Stromazellen“.  
 
Abbildung 2.1 Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen                                                            
(in Anlehnung an Singer et al., 2011) 
Mehr als 95% der hMSC sind negativ für hämatopoetische Marker, wie CD14, CD19, 
CD34, CD45 und HLA-DR aber positiv für CD13, CD44, CD73, CD90 und CD166 
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(Hoogduijn et al. 2010). Außerhalb des Knochenmarks haben sie wie die anderen adulten 
Stammzellen die Aufgabe der Regeneration von Organgeweben. Mit Hilfe endokriner 
Signale werden sie zu den entsprechenden Bereichen geleitet. Durch die Sekretion von 
Wachstumsfaktoren werden entsprechende Vorläuferzellen stimuliert und zur Differenzie-
rung angeregt. 
Innerhalb des Knochenmarks erfüllen die hMSC die Aufgabe der Aufrechterhaltung der 
hämatopoetischen Homöostase. Sie haben eine Wirkung auf die Differenzierung, 
Proliferation und Regeneration von hämatopoetischen Stammzellen. 
Tabelle 2.1 Molekulare Charakterisierung der hMSC  
(Minguell et al., 2001; Docheva et al., 2008; Mafi et al., 2011) 
Antigen Kategorie Oberflächenantigene 
Adhäsionsmoleküle Integrine: αvβ3, αvβ5 
Integrinketten: α1, α2, α3, α4, α5, αv, β1, β3, β5 
CD54 (ICAM-1), CD166 (ALCAM-1), CD146 (MCAM), 
CD106 (VCAM-1), CD105 (Endoglin), CD44 (Hyalu-
ronat), CD13 (Aminopeptidase N) 
Zytokin- und Wachstumsfak-
torrezeptoren 
IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIF-R, SCF-R, G-CSF-




Kollagen Typ I, III, IV, V, und VI 
Fibronektin, Laminin, Hyaluronan, Proteoglykane 
Stammzellantigene CD73, CD90 
Spezifische Antigene SH (src-Homologiedomäne) 2, SH3, SH4, STRO 
(Stromal Antigen) 1; α-Smooth Muscle Actin, HLA-ABC 
(MHC-I) 
Immunregulatorisches Potential 
Das Interesse zur therapeutischen Anwendung von hMSC ist durch ihre immunregulatori-
schen Eigenschaften begründet. Die Möglichkeiten reichen von einer intravenösen 
Darreichungsform bis zu einer Verwendung als Gewebeersatz. Selbst besitzen sie ein 
sehr geringes immunogenes Potential. Durch spezielle Chemokine werden die hMSC 
direkt zum Ort der Entzündung geleitet (Chapel et al., 2003). Neuere Studien gehen 
davon aus, dass neben der chemotaktischen Attraktion hauptsächlich MSC aus der 
lokalen Umgebung der Entzündungsstelle bzw. Fraktur für die Wirkung im Gewebe 
verantwortlich sind (Jones und Yang, 2011). Sie verbessern die Wundheilung, unterstüt-
zen die Geweberegeneration und stellen das Mikromillieu des Knochenmarks nach 
Chemotherapie wieder her (Ries et al., 2007).  
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Das geringe immunogene Potential ist begründet durch die geringe Zahl an HLA-Klasse I 
Rezeptoren, sowie das vollständige Fehlen von HLA-Klasse II Rezeptoren und anderen 
kostimulatorischen Molekülen. Am Ort der Entzündung werden sie durch proinflammatori-
sche Zytokine wie IL-1β, INF-ƴ, TNF-α und IL-6 aktiviert. Unter dieser Voraussetzung 
besitzen sie die Fähigkeit die Funktion von T-Zellen zu beeinflussen. In in vitro Experi-
menten konnte die Proliferation von Lymphozyten in Kokultur mit hMSC verringert 
werden. Diese Wirkung beruht auf direkten Zell-Zell Kontakt und der Sekretion von 
Zytokinen wie IL-10, TGF-β, PGE2, HGF, NO, HLA-G und IDO. Weitere chemoattraktive 
Zytokine wie ICAM-1, CXCL-9, CXCL-10, CCL-8 und ein verringertes Level an IL-8 
bewirken die Chemoattraktion von dentritischen Zellen, Monozyten und NK(natürliche 
Killerzellen)-T-Lymphozyten (Kode et al., 2009). Neben dem Einfluss proinflammatori-
scher Zytokine wird das immunregulatorische Potential der MSC durch die Aktivierung 
von TLR (toll-like-Rezeptoren) beeinflusst. Je nach Stimulanz wirken MSC immunsuppri-
mierend bzw. unterstützend (English, 2013). Zudem wird die Differenzierung, Reifung und 
Funktion von dentritischen Zellen ebenso durch freigesetzte Zytokine beeinflusst (Singer 
et al., 2010). Mittels in vivo Studien konnte die reduzierte Aktivität des Immunsystems bei 
autoimmuner Enteropathie aufgezeigt werden. Ein weiterer positiver Einfluss wurde auf 
die Lebensdauer von Herz- und Hautimplantaten nachgewiesen (Parekkadan et al., 2008; 
Popp et al., 2008; Bartholomew et al., 2002). 
Ein wichtiges Protein welches nach Aktivierung von hMSC mit proinflammatorischen 
Zytokinen gebildet wird, ist Prostaglandin E2. PGE2 wird in Zusammenhang mit immun-
modulatorischen Eigenschaften gebracht. Die durch PGE2 erhöhte Vasodilatation bewirkt 
eine unterstützte Invasion von Immunzellen. Durch die autokrine und parakrine Wirkung 
von PGE2 hat es einen stimulatorischen Einfluss auf die Th1-Zelldifferenzierung und die 
Expansion von Th17-Zellen. Humane MSC exprimieren selbst PGE Rezeptoren welches 
eine negative Feedback Regulierung erlaubt (Hoogduijn et al., 2010; English, 2013).  
Generell hängt die Wirkung von hMSC während inflammatöser Reaktionen von den 
lokalen Bedingungen und dem jeweiligen Heilungsprozess ab. Aus diesem Grund sind vor 
einer therapeutischen Anwendung gezielte präklinische Studien für das jeweilige Einsatz-
gebiet erforderlich. Die abgeschwächte Wirkung des Immunsystems beim Einsatz von 
hMSC bei Graft versus host disease (GVHD) lassen sie jedoch zu einem attraktiven Mittel 
für eine Reihe weiterer Krankheiten sowie Organtransplantationen und Frakturheilungs-
methoden werden (Singer et al., 2010; Uccelli et al., 2006). 




Der Knochen ist ein metabolisch hoch aktives Organ, welches von ständigen anabolen 
und katabolen Umbauprozessen geprägt ist. Dieses System unterliegt Regulationsschrit-
ten. Die Funktion von knochenresorbierenden Osteoklasten mit knochenbildenden 
Osteoblasten ist eng verzahnt. Geringe Störungen dieses empfindlichen Systems können 
zu erheblichen malignen Veränderungen im Knochen führen. Welche Rolle proinflamma-
torische Zytokine und PGE2 während des Knochenmetabolismus haben und deren 
Einfluss in speziellen Krankheitsbildern soll in dieser Arbeit verdeutlicht werden. 
 Prozess Knochenmetabolismus 2.3.1
Für den Knochenstoffwechsel sind zwei Zelltypen entscheidend, die Osteoblasten und 
Osteoklasten. Osteozyten differenzieren aus Osteoblasten. Sie bleiben durch lange 
Zellfortsätze miteinander verbunden.  
Osteoblasten differenzieren aus hMSC. Sie sezernieren die Proteine der Knochen-
grundsubstanz und bilden somit den zellulären Bestandteil des Osteoids. Zu den azellulä-
ren Bestandteilen des Osteoids gehören unter anderem Kollagen Typ I, Osteocalcin und 
Osteonectin. Verantwortlich für die Zug- und Biegefestigkeit des Knochens sind die 
organischen Bestandteile, welche 46% des Knochens ausmachen. Sie verleihen ihm 
zudem einen gewissen Grad an Elastizität. Die anorganischen Bestandteile bilden den 
Calciumspeicher des Knochens und liegen als Apatitkristalle vor. Dadurch erhält der 
Knochen seine nötige Druckstabilität und Härte. 
Die Osteoklasten entstehen aus hämatopoetischen Vorläuferzellen. Die Induktion der 
Differenzierung erfolgt durch RANKL (nukleärer Faktor kappa B Ligand) und M-CSF 
(Makrophagen Kolonie stimulierender faktor). Beide Faktoren werden durch Osteoblasten 
gebildet. Ebenso stimulieren inflammatorische Zytokine, wie IL-1β, IL-6, TNF-α und PGE2 
die Osteoklastogenese. Bei der Knochenbildung unterscheidet man zwischen zwei 
Prozessen, der chondralen und desmalen Ossifikation. (Deschaseaux et al., 2009) 
Im Fall eines Traumas wird der bestehende Knochenmetabolismus verändert. Die nun 
einsetzenden Frakturheilungsprozesse führen zu einer Regeneration und Neubildung der 
zerstörten Knochensubstanz. 
 Frakturheilungsprozess 2.3.2
Knochen hat die faszinierende Eigenschaft ohne Narbenbildung zu heilen. Damit wird es 
zu einem außergewöhnlichen Gewebe. Zudem spielen proinflammatorische Zytokine in 
der initialen Phase und auch späteren Knochenbildungsphase eine entscheidende Rolle. 
Im Folgenden wird der Ablauf des Heilungsprozess unter idealen Bedingungen beschrie-
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4. Modeling- und Remodeling Phase 
Inflammation 
Eine Fraktur wird durch Gewalteinwirkung von außen hervorgerufen. Dabei kommt es zu 
einer Zerstörung der Kortiksalis, der Knochenhaut, des Knochenmarks und des umliegen-
den Gewebes. Durch die Extravasation innerhalb der Fraktur kommt es zur Bildung eines 
Hämatoms. Im weiteren Verlauf infiltrieren inflammatorische Zellen, wie weiße Blutkörper-
chen, Makrophagen, Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten. Gerinnungsprozesse 
setzten ein und potentielle Infektionserreger werden durch die Freisetzung von Zytokinen 
(IL-1, IL-6, IL-11, IL-18; TNF-α), Faktoren des Komplementsystems und anderen Bestand-
teilen der angeborenen Immunabwehr neutralisiert. Kapillare sprossen aus, wodurch eine 
vermehrte Blutversorgung besteht. (Tsiridis et al., 2007) 
Die freigesetzten Zytokine, wie TGF-β, PDGF, FGF-2, VEGF, M-CSF, IL-1, IL-6, BMP´s 
und TNF-α, führen zur einer weiteren Infiltration von inflammatorischen Zellen und 
Mesenchymalen Stromazellen (Schindeler et al., 2008). Diese initiale Phase dauert eine 
Woche mit einem Höhepunkt nach 24 Stunden. 
Granulationsphase 
Der zelluläre Teil dieser Phase wird zum Großteil von Chondrozyten und Fibroblasten 
dominiert. Es kommt zur Bildung des Granulationsgewebes bzw. weichen Kallusgewebes. 
Im späteren Verlauf bauen Osteoklasten nekrotisches Knochenmaterial ab. Durch 
proangiogene Faktoren wird das Gewebe zunehmend vaskularisiert. Diese Phase besteht 
zwischen dem siebenten und zehnten Tag post Trauma. (Basiswissen Chirurgie; Jörg-
Rüdiger Siewert, Robert Bernhard Brauer; Springer Medizin Verlag; 2010) 
Kallushärtung 
Durch die erhöhte Aktivität von aus mesenchymalen Stromazellen gebildeten Osteoblas-
ten kommt es zur Ausbildung einer mineralisierten Knochenmatrix. Dieser initial gebildete 
Geflechtknochen ist von seiner Anordnung irregulär. 
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Modeling- und Remodeling Phase 
Der zuvor gebildeten Geflechtknochen werden durch lamellären Knochen ersetzt. Dabei 
wird der in der vorherigen Phase gebildete Geflechtknochen resorbiert, an deren Stelle 
tritt neugebildeter Knochen. Dominierend in dieser Phase der Frakturheilung sind 
Osteoklasten, welche für die Resorption des zu ersetzten Knochengewebes entscheidend 
sind. Wichtige Zytokine die in dieser Phase nachweisen lassen, sind IL-1β, IL-6, IL-11, 
TNF-α, IL-12 und INF-ƴ (Mountziaris et al., 2008).  
Der Prozess der Frakturheilung unterliegt stark anabolen und katabolen Knochenbil-
dungsprozessen. Faktoren welche diese Balance verändern können, haben einen 
erheblichen Einfluss auf diesen Ablauf. Dabei ist zudem entscheidend an welchem Ort 
und in welchem Ausmaß die Fraktur besteht. Welche biomechanischen Kräfte wirken auf 
die Fraktur? Bestehen Infektionen oder andere Erkrankungen? Wie wurde die Wunde 
versorgt und welche pharmakologischen Einflüsse bestehen? (Schindeler et al., 2008) 
Dabei sind auch proinflammatorische Zytokine entscheidend für die Initiation des Hei-
lungsprozesses. In frühere Studien wurde die unterstützende Wirkung proinflammatori-
scher Zytokine wie TNF-α und IL-1β auf die katabolen Prozesse des Knochenumbaus bei 
rheumatischen Patienten herausgestellt (Romas et al., 2002). Zudem sind sie an Abwehr-
reaktionen von Implantaten oder übermäßigen Immunreaktionen die zu einer schlechteren 
Heilung führen beteiligt (Luttikhuizen et al., 2006; Lin et al., 2010). IL-1β zeigt einen 
biphasischen Verlauf während der Knochenheilung mit einem sofortigen Anstieg nach 
Eintritt der Fraktur und einem Höhepunkt nach 24h. Nach 72 Stunden sinkt die Konzentra-
tion, ein zweiter Anstieg ist nach 3 Wochen nachweisbar. IL-1β wird in der frühen Phase 
vorrangig durch Makrophagen freigesetzt und führt seinerseits zur Freisetzung von IL-6, 
PGE2 und weiteren proinflammatorischen Molekülen. So konnte in vitro gezeigt werden, 
dass eine Kurzzeitbehandlung von Ratten Calvarien mit IL-1β zu einer verstärkten 
Knochenbildung führt. Wohingegen eine Langzeitbehandlung über 6 Tage diese inhibierte 
(Lin et al., 2010; Lacey et al., 2009). In der späten Phase exprimieren Osteoblasten IL-1β 
und stimulieren damit den Abbau des Kallusgewebes. Eines unter IL-1β Wirkung gebilde-
ten Mediatoren ist PGE2. Es hat unter Kurzzeitwirkung einen positiven Einfluss auf die 
Knochenregeneration sowie Angiogeneseprozesse und Stimulation von Osteoblasten. Ein 
wichtiges Schlüsselenzym der PGE2 Synthese, die Cyclooxygenase-2, ist in der frühen 
Phase der Entzündung entscheidend für die Differenzierung von Knochenvorläuferzellen, 
welche sich im Periosteum befinden (Xie et al., 2008). Unter Langzeitwirkung wird die 
Osteoklastenbildung durch Inhibition der OPG Bildung und verstärkte Produktion von 
RANKL durch hMSC bewirkt (Bielby et al., 2007). So konnte durch kontinuierliche Zugabe 
von PGE2 in Ratten ein Knochenabbau nachgewiesen werden (Tian et al., 2008).  
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Nicht-steroidale Entzündungshemmer (NSAID) sind seit vielen Jahren als antiinflammato-
rische Wirkstoffe im Einsatz. Ihre Wirkung beruht auf der nicht selektiven Hemmung von 
Cyclooxygenase 1 und 2, die Schlüsselenzyme in der Biosynthese von PGE2. Als 
Nebenwirkung dieser Medikamente konnte eine verzögerte oder nicht vollständige 
Frakturheilung aufgezeigt werden (Geusens et al., 2013; Kurmis et al., 2012; Mountziaris 
et al., 2008; Altman et al.; 1995; Amstutz et al., 1997; Dorn et al., 1998). Zudem trat ein 
verzögerter Heilungsprozess von Knochenimplantaten ein (O´Keefe et al., 2006). Bioakti-
ve Stoffe, die in neuartigen Konstruktionen zur Behandlung von Knochendefekten 
eingesetzt werden und deren Wirkung auf die entscheidende ersten Phase der Knochen-
heilung abzielt, sind von großer Bedeutung. 
Wie zuvor erwähnt heilt Knochen unter idealen Bedingungen ohne Narbenbildung. Dies 
gilt aber nicht in Fällen von sehr großen Defekten oder verhinderter Wundheilung. Zur 
Heilung dieser Frakturen sind zusätzliche Hilfen in Form von Knochentransplantaten 
notwendig. Um bei einer Verwendung von autologen Knochenmaterial eine zweite 
Operation zu umgehen, ist in den letzten Jahren die Verwendung von bioaktiven Implanta-
ten immer mehr in den Vordergrund getreten. Auf dieses Trägermaterial werden zur 
besseren Wundheilung Zellen und bioaktive Faktoren aufgebracht (Bruder et al., 1998; 
Livingston et al., 2003; Santos und Reis, 2009; Usami et al., 2009; Deschaseaux et al., 
2009). Neben der einfachen Expansion und Gewinnung der Zellen ist das immunogene 
Potential ein weiterer positiver Aspekt der für die Verwendung spricht. Dennoch bedarf es 
weiterer klinischer Studien um den in vivo Erfolg nachzuweisen und eventuelle tumorför-
dernde Wirkungen auszuschließen.  
 Zusammenhang zwischen entzündlichen Erkrankungen und 2.3.3
Knochenabbau 
Immer wieder wird die entzündliche Darmerkrankung in Verbindung mit Osteoporose und 
einen damit einhergehenden veränderten Knochenmetabolismus gebracht. Schlüsselfak-
toren sowohl in Darmerkrankungen und Osteoporose sind IL-1β, TNF-α, IL-6, PGE2 und 
INF-ƴ. Osteoporose zeichnet sich durch einen erhöhten Knochendichteverlust aus und 
dem Abbau der Knochensubstanz. Unterschieden wird in primäre und sekundäre Osteo-
porose. Erstere tritt gehäuft bei postmenopausalen Frauen bzw. älteren Menschen auf. 
Die sekundäre Osteoporose kann durch hormonelle Veränderungen bedingt sein sowie 
durch Medikamente, gastrointestinale Störungen und Immobilisation hervorgerufen 
werden. Proinflammatorische Zytokine wie IL-1β und TNF-α führen dabei zu einer 
verstärkten Freisetzung von RANK-L durch aktivierte T-Lymphozyten. RANK-L bindet an 
den RANK-Rezeptor auf Osteoklasten und aktiviert diese (Abbildung 1.2). Durch die 
vermehrte Zahl angeregter Osteoklasten wird die Knochenresorption verstärkt und damit 
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der Knochenabbau gefördert (Tilg et al., 2008). Ähnliche Prozesse konnten ebenso bei 
Rheumatoider Arthritis und Zahnverlust aufgrund von Parodontose beobachtet werden. 
Für den Knochenverlust sind nicht nur inflammatorischen Zytokine verantwortlich, sondern 
auch deren Produkte, wie PGE2. In Patienten mit Rheumatoider Arthritis wurden ebenso 
erhöhte Prostaglandin Level festgestellt. So konnte durch selektive Cox-2 Hemmer ein 
verringerter Knochenverlust wie auch Knorpelabbau aufgezeigt werden (Anderson et al., 
2009). 
Abbildung 2.2 Einfluss inflammatorischer 
Faktoren auf den Knochenab-











Prostaglandine wurden das erste Mal vor ungefähr 80 Jahren aus Sperma isoliert (von 
Euler, 1935; Goldblatt., 1935). Seither wurden sie in zahlreichen anderen Geweben, wie 
auch im Knochengewebe, nachgewiesen. Die Bildung erfolgt unter Wirkung verschiedens-
ter Agonisten. So ist auch das Resultat der Prostaglandinreaktion von den einzelnen 
Stimulanzien und den Zellen auf die sie wirken abhängig. Ihr Einfluss auf den Knochen-
metabolismus ist Gegenstand aktiver Forschungsunternehmungen (Choudhary et al., 
2013; Agas et al., 2013; Su und O’Connor, 2013; Noack et al., 2014; O’Connor et al., 
2014). In vivo werden sie schnell in der Lunge durch die 15-Hydroxyprostaglandin 
Dehydrogenase (PDGH) abgebaut, deshalb beruht ihre Wirkung hauptsächlich auf 
autokrinen und parakrinen Mechanismen. Im Gegensatz dazu ist PGE2 in vitro stabil und 
kann im Kulturmedium akkumulieren und Einfluss nehmen auf die Effekte der PGE 
Agonisten. Durch die zahlreichen Facetten ihrer Aktivität ist es schwer exakte Vorhersa-
gen der Wirkung im Knochenmetabolismus zu treffen. Auf der einen Seite bewirken sie in 
Verbindung mit chronischen Entzündungsprozessen einen Knochenverlust, auf der 
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anderen Seite stimulieren sie die Knochenneubildung und spielen eine wichtige Rolle bei 
der Entwicklung von Medikamenten um die Knochendichte zu erhöhen (Blackwell et al., 
2010). Die Wirkung im Knochen beruht hauptsächlich auf der Bindung von PGE2 an die 
Prostaglandinrezeptoren EP2R und EP4R. Intrazellulär sind die an ein G-Protein (Gαs) 
gebunden. Im Folgenden kommt es zur Bildung von cyklischen 3,5 Adenosinmonophos-
phat (cAMP) und der Aktivierung der Proteinkinase A (PKA). Die Aktivierung des Cacineu-
rin/NFAT Weg steht im engen Zusammenhang mit der Wirkung der Prostaglandine auf 
Knochenresorption und Knochenbildung (Huang et al., 2010). 
 
Abbildung 2.3 Möglichkeiten der Aktivierung 
verschiedener Transkriptionsfak-
toren wie NFAT, CREB, AP-1 
nach Bindung von PGE2 an die 
Rezeptoren EP2 und EP4








Prostaglandine gehören zur Gruppe der Eikosanoide. Ausgehend von der 5,8,11,14 - 
Eicosatetraensäure, Arachidonsäure (AA), erfolgt die Biosynthese von drei Substanzklas-
sen die Prostaglandine, Thromboxane und die Leukotriene. Die Arachidonsäure ist als 
Membranphospholipid an die Position zwei des Glycerins gebunden. Der erste Schritt der 
Biosynthese ist die Hydrolyse der sn-2 Esterbindung durch die cytosolische Phospholipa-
se A2 (cPLA2). Die Phospholipasen werden in drei Gruppen unterteilt, die sekretorische 
Phospholipase (sPLA), die cytosolische Phospholipase (85 kDa) und die Kalzium 
unabhängige Phospholipase (iPLA) (Balsinde et al., 1999). Für die Biosynthese von PGE2 
ist die cPLA2 von Bedeutung. Sie wird nahezu konstant in allen Zelltypen exprimiert und 
besitzt in ihrem Promotorbereich keine TATA-Box oder eine GC-Reiche Region (Leslie, 
1997). Sie ist das zentrale Enzym bei der Bildung der Eicosanoide und damit hauptsäch-
lich an Entzündungsprozessen beteiligt. Die Aktivierung dieses Enzyms erfolgt über 
exogene Stimuli, wie IL-1β, TNFα, CSF, EGF und INFƴ. Im weiteren Verlauf der Signal-
transduktion werden MAPK aktiviert die zu einer Phosphorylierung der cPLA2 am Serin 
505 führen (Burke und Dennis, 2008). Anschließend erfolgt die Ca2+-abhängige Translo-
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kation zur nukleären Membran und die Abspaltung der AA. (Leslie, 1997; Yedgar et al., 
2006)  
Durch die Aktivität der Prostaglandin H-Synthase (PGH-Synthase) entstehen im weiteren 
Verlauf Prostaglandine und Thromboxane. Leukotriene werden durch die Lipoxygenase 
gebildet. 
Der Enzymkomplex PGH-Synthase zeichnet sich durch zwei Aktivitäten aus, zum einen 
die Cyclooxygenaseaktivität und zum anderen die Peroxydaseaktivität. Nach der Abspal-
tung der Arachidonsäure wird diese durch den Cyclooxygenasekomplex zum endoplas-
matischen Retikulum geleitet. Dort erfolgt in erster Reaktion die Bildung des unstabilen 
PGG2 durch Anlagerung von zwei Sauerstoffmolekülen, welches in der zweiten Reaktion 
durch Reduktion der Hydroperoxidgruppe zu einer Hydroxylgruppe zu PGH2 wird. 
Aufgrund ihrer Cyclooxygenaseaktivität wird die PGH-Synthase im Allgemeinen auch als 
Cyclooxygenase bezeichnet. Es gibt zwei Isoformen die bei der Bildung der Prostaglandi-
ne von Bedeutung sind, Cox-1 und Cox-2. Eine alternative Splicevariante von Cox-1 
wurde als 3. Isoform Cox-3 deklariert, die aber keine ausschlaggebende Aktivität besitzt. 
Cox-1 und Cox-2 sind 72 kDa große Moleküle, welche aus drei Domänen bestehen. Die 
erste Domäne ist eine N-terminale Epidermale Wachstumsfaktor (EGF)-ähnliche Domäne. 
Die zweite Domäne ist für die Bindung an membranöse Strukturen verantwortlich, die 
helikale Bindungsdomäne. Die letzte Domäne bildet das katalytische Zentrum, welches c-
terminal gelegen ist. Cox-1 und Cox-2 sind auf zwei unterschiedlichen Genen kodiert. Der 
Unterschied in der katalytischen Aktivität beruht auf einer Aminosäure im c-Terminus der 
Gensequenz. Dadurch ist die katalytische Einheit der Cox-2 Isoform größer und strukturell 
anders gestaltet. Dieser Aspekt erlaubt es gezielt Inhibitoren für die jeweilige Isoform zu 
entwickeln (Duale Reihe Biochemie, Thieme Verlag, 2012, S. 628). Warum gibt es zwei 
Isoformen von einem Enzym, die die gleichen Endprodukte bilden? Ausschlaggebend 
sind die Promotorregionen des jeweiligen Genabschnittes. Cox-1 wird von zahlreichen 
Zelltypen konstitutiv exprimiert und ist damit für die Aufrechterhaltung der Homöostase 
verantwortlich. Es besitzt keine CAAT oder TATA-Box. Der Cox-2 Promotorbereich, 
welcher 1991 durch Kujubu et al. charakterisiert wurde, besitzt dagegen eine TATA-Box 
und weitere Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren. Zu nennen sind NFκB, CAAT- 
Enhancer Binding Proteine (C/EBP), cAMP responsives Element (CRE) und eine Aktiva-
tor Protein 1 (AP-1) Bindestelle (Nie et al., 2003; Pecchi et al., 2009). Eine Aktivierung mit 
den entsprechenden Proteinen wie C/EBP, AP-1, NfκB und CREB ist stark zell- und 
stimulusabhängig. So erfolgt die Induktion über IL-1β in glatten Muskelzellen und Pan-
kreaszellen durch CREB (Zhang et al., 2007), in humanen Fibroblasten durch C/EBP (Zhu 
et al., 2002) und in mesenchymalen Zellen des Amnions sowie rheumatoiden Synoviozy-
ten durch NfκB (Yan et al., 2000; Crofford et al., 1997). Neben der Aktivierung einzelner 
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Transkriptionsfaktoren kann es auch zu einer simultanen Wirkung mehrere Faktoren 
kommen. So werden nach IL-1β Stimulation in humanen mikrovaskulären Endothelzellen 
die Transkriptionsfaktoren CREB, NF-IL6 und AP-1 aktiviert (Kirtikara et al., 2000). Allen 
Transkriptionsfaktoren ist jedoch die Bindung an die universellen Koaktivatoren CREB 
Bindeprotein (CBP) und p300 und der damit resultierenden Histonacetylierung (Tsatsanis 
et al., 2006) gemein. Durch die Aktivierung der entsprechenden Transkriptionsfaktoren ist 
die Bildung von Cox-2 induzierbar und begründet die stimulierende Wirkung von Wachs-
tumsfaktoren, Hormonen und inflammatorischen Zytokine, wie IL-1β und LPS (Abbildung 
1.4). Nach der Stimulation erfolgt die Signalstranduktionsweiterleitung über MAPK. In 
humanen Chondrozyten konnte durch einen gezielten MAPK/p42/44 knockdown mit Hilfe 
von siRNA (small interfering RNA) die Cox-2 Expression verringert werden (Wang et al., 
2010). Dagegen wurde in einer anderen Studie gezeigt, dass p38 MAPK und nicht p42/44 
an der Induktion von Cox-2 in humanen endometrialen Stromazellen beteiligt ist (Huang et 
al., 2013). Nach Aktivierung der Transkription von Cox-2 wird dieses in weitaus größeren 
Mengen gebildet als Cox-1. Aufgrund der zahlreichen induzierenden Faktoren des Cox-2 
Gens, ist diese Isoform nicht nur wie früher angenommen bei inflammatorischen Prozes-
sen von Bedeutung, sondern ebenfalls bei der Aufrechterhaltung der Homöostase. Wie 
erwähnt existieren zahlreiche Transkriptionsfaktoren und Kinasen die die Transkription 
von Cox-2 steuern. Zudem können Kinasen wie p38 auch einen posttranskriptionellen 
Einfluss auf die mRNA Stabilität haben (Tsatsanis et al., 2006). Verantwortlich dafür ist 
die 3`untranslatierte Region mit einem AUUUA-Motif. Die p38 MAP- Kinase reguliert dabei 
die Lokalisation und Aktivität RNA-bindender Proteine auf postranskriptioneller Ebene 
(Dean et al., 2004; Klein et al., 2007). 
Im Weiteren werden die verschiedenen Prostaglandine (PGD2, PGF2, PGE2, PGI2) durch 
die jeweiligen Synthasen zellspezifisch gebildet. Thromboxan A2 entsteht durch die 
Aktivität der Thomboxansynthase. Für die PGE2 Synthese sind drei Enzyme wichtig, die 
cytosolische PGE-Synthase (cPGES), die mikrosomale PGE-Synthase-1 (mPGES-1) und 
die mikrosomale PGE-Synthase 2 (mPGES-2). Die cPGES (23 kDa) und die mPGES-2 
(33 kDa) sind wie die Cox-1 konstitutiv exprimiert und für die Aufrechterhaltung der 
Homöostase verantwortlich. Dagegen wird die mPGES-1 durch inflammatorische Stimuli, 
wie IL-1β, LPS und TNF-α aktiviert. Sie hat eine Größe von 16 kDa und gehört zur Familie 
der membranassoziierten Proteine deren Aktivität Glutathion abhängig ist. Welche 
Signalwege an der Regulation in mesenchymalen Stromazellen beteiligt sind, ist bisher 
noch nicht eindeutig geklärt. In Chondrozyten, Fibroblasten, Kardiomyozyten, pulmonalen 
Zellen und Mikrogliazellen wurde eine Aktivierung der Transkription über den NfκB-Weg 
und über den MAPK-Weg nachgewiesen (Masuko-Hongo et al., 2004; Giannico et al., 
2005; Degousee et al., 2006; de Oliveira et al., 2008). Verantwortlich für die Regulation 
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der Gentranskription ist keine TATA-Box sondern GC-reiche Boxen. Zudem gibt es 
Bindungsstellen für C/EBP Aktivierungsprotein sowie Progesteron- und Glukocorticoidre-
zeptoren. Nach Stimulation durch inflammatorische Moleküle kann ebenso das early-
growth response gene-1 (Egr-1) über seine Zinkfingerdomäne an die GC-reichen Boxen 
binden und die Transkription induzieren (Naraba et al., 2002; Granet et al., 2004). Da die 
Gene von mPGES-1 und Cox-2 beide einer Regulation nach Aktivierung mit inflammatori-
schen Stimuli unterliegen, ist eine funktionelle Kopplung der beiden Proteine wahrschein-
lich (Pecchi et al., 2009). 
 
Abbildung 2.4 Prostaglandin E2 Syntheseweg nach Stimulation mit IL-1β in hMSC 
 Nach der Bindung von IL-1β an den IL-1 Rezeptor wird über eine intrazelluläre Signal-
transduktionskaskade die Transkription der induzierbaren Enzyme, Cyclooxygenase 2 und 
mikrosomale Prostaglandin E Synthase 1, stimuliert. Der entscheidende Transkriptionsfak-
tor ist dabei NfκB. Neben den induzierbaren Enzymen der PGE2 Synthese ist parallel der 
konstitutive Syntheseweg dargestellt. 
 Inhibitoren der Prostaglandinbiosynthese 2.4.2
Die meisten Studien zur endogenen Wirkung von Prostaglandinen beruhen auf Untersu-
chungen an Tieren. Experimente mit gesunden Probanden zur Erprobung von selektiven 
Cox-2 Hemmern bergen das erhöhte Risiko eines Herzinfarktes und Bluthochdruckes, da 
auch PGI2 inhibiert wird. Dadurch kommt es folglich zur Unterbindung der physiologischen 
Thrombozytenaggregationshemmung. Doch es ist zu bedenken, dass die aus Tierexperi-
menten gewonnenen Resultate nicht mit humanen Studien vergleichbar sind. So gibt es 
beim Einsatz von Cox-2 Hemmern eine Diskrepanz zwischen männlichen und weiblichen 
Probanden bezüglich der Entwicklung der Knochendichte. Der Östrogenspiegel in 
weiblichen Personen hat dabei einen erheblichen Einfluss auf den Knochenmetabolismus 
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(Richards et al., 2006). Unter Kapitel 2.3.2 wurde angesprochen, dass gehäuft entzün-
dungshemmende Analgetika, wie NSAID´s, zur Behandlung von muskuloskelletalen 
Schmerzen eingesetzt werden. Ihr therapeutischer Effekt beruht ebenso auf der Inhibie-
rung der Cox Enzyme. Dabei handelt es sich um eine unspezifische Inhibition, bei der 
sowohl Cox-2 als auch Cox-1 gehemmt werden. Aus diesem Grund kommt es vermehrt 
zu gastrointestinalen Störungen. Das durch Cox-1 gebildete PGE2 ist entscheidend für 
den Schutz der gastrointestinalen Mucosa (Pecchi et al., 2009). 
Warum sind gerade Cox-2 Hemmer zur Inhibition der Prostaglandinbiosynthese interes-
sant? Die Reaktion der Cyclooxygenase ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der 
Prostaglandinbiosynthese und somit Angriffspunkt für zahlreiche Inhibitoren. Deren 
Verwendung zielt im Speziellen darauf ab schmerzlindernd, fiebersenkend und entzün-
dungshemmend zu wirken. Da die eingesetzten Konzentrationen nicht zu einer vollständi-
gen Hemmung von Cox-2 führen, sind die zu beobachtenden Effekte geringer und nicht 
vergleichbar. Um Nebenwirkungen wie Herzinfarkte zu vermeiden sind auch Inhibitoren 
der Prostglandinsynthasen, mPGES1/2, cPGES, Gegenstand derzeitiger Forschung 
(Blackwell et al., 2010). In mPGES1 knockout Mäusen wurden bis dato keine negativen 
Nebenwirkungen beobachtet. 
Neben synthetisch hergestellten Inhibitoren, welche gezielt in den Wirkmechanismus 
eines Enzymes eingreifen, gibt es natürliche Moleküle die ebenso anti-inflammatorisch 
wirken. Zu denen zählt als bekanntester Vertreter das Chondroitinsulfat (CS), ein Glyko-
saminoglykan. Chondroitinsulfat gilt als langsam wirkendes Medikament welches bei 
Osteoarthirtis eingesetzt wird. Es verbessert die artikulare Funktion und reduziert die 
Gelenkschwellung. Die antiinflammatorische Wirkung von CS beruht unter Stimulation von 
IL-1β auf einer Verringerung der nukleären Translokation von NfκB und einer verminder-
ten Phosphorylierung der Kinasen p42/44 sowie p38 MAPK in Chondozyten (Jomphe et 
al., 2007). Der Wirkmechanismus in hMSC ist bisher nicht genau beschrieben. 
2.5 Glykosaminoglykane 
Glykosaminoglykane sind saure Heteropolysaccharide basierend auf sich wiederholenden 
Disaccharideinheiten. Die Disaccharide bestehen aus einer Uronsäure (D-Glukuronsäure, 
L-Ioduronsäure) und einem Hexosamin (D-Galaktosamin, D-Glukosamin), welche 1,3-
glycosidisch verbunden sind. Die Disaccharideinheiten sind durch eine 1,4-glycosidische 
Verbindung verknüpft. Als Bestandteil von Proteoglykanen sind sie wichtige Elemente der 
Extrazellulären Matrix (ECM). Sie kommen vorwiegend in Knorpelgewebe, Haut, Blutge-
fäßen und Sehnen vor (Souich et al., 2009). Eine Ausnahme bildet dabei die Hyaluron-
säure (HS). Sie ist nicht an ein core-Protein gebunden und zählt nicht zu den Proteogly-
kankomponenten. Zu den GAG die an ein Proteingerüst gebunden sind, gehören Chond-
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roitinsulfat, Dermatansulfat, Heparansulfat und Keratansulfat. Die besonderen Eigen-
schaften der Proteoglykane beruhen hauptsächlich auf den strukturellen Eigenschaften 
der GAG. Eine starke negative Ladung der GAG, hervorgerufen durch nach außen 
gerichtete Caboxylatgruppen der Uronsäuren bzw. Sulfatgruppen der Aminsäuren, 
bedingen eine Attraktion von Kationen wie Ca2+ und Na2+. Die erhöhte Wasserbindungs-
kapazität ist bedeutend für die physiologischen Eigenschaften der ECM, vor allem in 
Gelenkbereichen. Neben Kationen und Wassermolekülen interagieren sie mit Zytokinen, 
Chemokinen, Wachstumsfaktoren, Adhäsionsmolekülen und Enzymen (Bali et al., 2001; 
Raman et al., 2005). Ein wesentlicher Vorteil der GAG ist ihre konformationelle Stabilität, 
welche sie zu einem attraktiven therapeutischen Mittel werden lassen. (Biochemie und 
Pathobiochemie; Heinrich, P., Müller, M.; Graeve, L.; 9. Auflage; Springer Verlag; S. 214-
222) 
Chondroitinsulfat 
Die Disaccharideinheiten der CS bestehen aus Glucuronsäure (GlcA) und N-
Acetylgalaktosamin (GalNAc). CS ist häufig durch weitere Sulfatgruppen modifiziert. 
Darunter die C4 und C6 Position am GalNAc und die C2 und C3 Position am GlcA 
(Abbildung 1.5). Die Sulfatgruppen und Carboxylgruppen führen im ionisierten Zustand zu 
einer starken negativen Ladung, welche eine hohe Wasser bindende Kapazität bedingt 








Abbildung 2.5 Strukturformel Chondroitin-6-Sulfat 
 
Durch die Strukturvariabilität von CS ist die Wirkung in der therapeutischen Anwendung je 
nach Untersuchungsorganismus und Gewebe divers. Das allgemeine Vorkommen in 
Mensch, Tier und Invertebraten ermöglicht eine kommerzielle Gewinnung aus der 
Luftröhre, der Nasenscheidewand, Haiknorpel und Fisch. Die häufigsten Darreichungs-
formen sind Kapseln, Tabletten, Cremes und Augentropfen. Sie finden Verwendung als 
Adjuvants bei Augenoperationen, zur Behandlung degenerativer Erkrankungen und 
Arthrose. Der Einsatz dieser Substanzen verlangt ein hohes Maß an Qualitätssicherung, 
Identität, Biokompatibilität und Bioabbaubarkeit (Lauder, RM., 2008). Bisher sind keine 
Nebenwirkungen durch den Einsatz von CS bekannt. 
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CS hat wichtige Funktionen bei der Zytokinese, Proliferation, Differenzierung, Migration, 
Gewebemorphogenese, Organogenese, Infektion und Wundheilung. Dabei spielt die 
spezifische Bindung bioaktiver Moleküle eine signifikante Rolle (Yamada und Sughahara, 
2008). In den meisten Studien wurden die Effekte von CS auf Knorpelzellen in Zusam-
menhang mit arthritischen Erkrankungen betrachtet (Uebelhart, 2008). CS verringert 
Schmerzen in den Gelenken, verbessert die Gelenkfunktion und verringert die Gelenk-
schwellung. Diese Effekte sind begründet durch die antiinflammatorische Wirkung (Pomin, 
2015, Zhou et al. 2014). Zudem verbessert es die Synthese von Proteoglykanen, reduziert 
die Expression proteolytischer Enzyme und verringert den subchondralen Knochenverlust 
(Lauder, 2008). Die antiinflammatorische Wirkung basiert in murinen und bovinen 
Chondozyten auf einer verminderten Phosphorylierung der MAPK p38 und ERK1/2, sowie 
einer beeinträchtigten Translokation von NfκB. Es wurde die These aufgestellt, dass die 
Aktivierung mittels IL-1β über den MyD88 Adapter nachfolgende Kinasen aktiviert, die 
ihrerseits zu einer verstärkten Phosphorylierung der MAPK p38 und ERK1/2 führen 
(Jomphe et al., 2007). Durch die Behandlung mit CS wird die Aktivierung der MAPK 
verringert. Zudem wurde neben der Beteiligung des Transkriptionsfaktors NfκB, der 
maßgeblich an inflammatorischen Prozessen beteiligt ist, auch ein dezimierter nukleärer 
Transport für den Transkriptionsfaktor AP-1 aufgezeigt. Einhergehend mit dem verhinder-
ten Transport der Transkriptionsfaktoren wurde die Expression proteolytische Enzyme 
und proinflammatorische Proteine, wie der Matrix Metalloproteasen (MMP) 3, 9, 13, 
cPLA2, Cox-2, PGE2, iNOS, IL-1β und TNF-α, verringert (Berenbaum et al., 2003; Chan et 
al., 2005; Legendre et al., 2008; Yamada und Sughahara, 2008; Iovu et al., 2008; Souich 
et al., 2009). In humanen Knorpelzellen aus dem Kniegelenk osteoarthritischer Patienten 
hatte CS keinen Einfluss auf den Transkriptionsfaktor AP-1 (Largo et al., 2003). Je nach 
Untersuchungsmodell ist eine kritische Analyse der Ergebnisse erforderlich. 
In den letzten Jahren ist das Interesse an Gewebeersatz – und Implantationsmaterialien 
aufgrund der immer älter werdenden Gesellschaft gestiegen. Sie kommen zum Einsatz 
bei exogen entstandenen Frakturen oder durch degenerative Erkrankungen verursachte 
Frakturen. Die verwendeten Materialien müssen eine schnelle Einheilung gewährleisten, 
gewebeverträglich sein, möglichst bioabbaubar sein damit eine weitere Operation 
vermieden werden kann und die hervorgerufene Entzündungsreaktion reduzieren. Zudem 
muss die Wirtschaftlichkeit durch günstige Herstellungskosten und einen damit einherge-
henden profitablen Absatz gewehrleistet werden. CS ist der Hauptvertreter der GAG in 
Knochen (Lamoureux et al., 2007; Mania et al., 2009; Catini und Gheri, 1990; Vejlens, 
1971). Wichtige Proteine die im Knochen an CS binden sind: TNF-α, BMP-4, Katepsin K, 
Komplemetfaktoren, Laminin und Fibronektin (Saito und Munakata, 2004; Gama et al., 
2006). Der häufigste Vertreter ist das am C4 sulfatierte Chondroitinsulfat (van der Harst et 
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al., 2004). In Studien wurde die Wirkung von GAG, im Speziellen sulfatiertes CS, auf 
Osteoblasten getestet. Die Proliferationsrate der Osteoblasten war verringert (Nikitovic et 
al., 2005), die TNAP (tissue non-specific alkaline phosphatase) Aktivität war erhöht, 
ebenso wurde die Mineralisierung gefördert (Myazaki et al., 2008). In angefertigten 
Transplantaten mit porösen Kollagen und C6S konnte die osteogene Differenzierung in 
Ratten gefördert werden (Farrell et al., 2006). 
Durch diese Resultate konnte eine positive Wirkung auf die anabolen Prozesse im 
Knochen aufgezeigt werden. Doch es fehlen Daten zu Wirkung von GAG und im Speziel-
len sulfatierten CS auf die inflammatorischen Prozesse im Knochen und die Wirkung auf 
MSC. Im Vergleich zu normalen Frakturheilungsprozessen ist die Immunantwort bei 
Einheilung von Implantaten verlängert. Besonders bei Risikopatienten oder Solchen mit 
zusätzlichen Erkrankungen. Die andauernde Aktivierung der Immunzellen führt schließlich 
zu einer Einkapselung des Implantates oder im schlimmsten Fall zu einer Abstoßungsre-
aktion (Franz et al., 2011). 




In meiner Forschungsarbeit untersuche ich in erster Linie Glykosaminoglykan-Derivate, 
besonders jene Derivate, die mit natürlich im heilenden Gewebe vorkommenden Mediato-
ren Wechselwirkungen eingehen.  
Glykosaminoglykane zählen zu einer Klasse der Extrazellulären Matrix Bestandteile, 
welche im perizellulären Raum lokalisiert sind oder gebunden an Syndekan vorkommen 
können. 
Unterschiedlichste Modifikationen der Glykosaminoglykane in Ihrem Ladungszustand 
können einen Einfluss auf die Bindung dieser Mediatoren an die Zelloberfläche haben und 
die Signaltransduktion im Inneren der Zelle modifizieren. 
Als Modellobjekt werden in dieser Studie humane mesenchymale Stromazellen aus dem 
Knochenmark untersucht. Sie besitzen die Fähigkeit sich in alle Zellen unterschiedlicher 
Gewebe differenzieren zu können.  
Neben diesen multipotenten Eigenschaften der hMSC wirken sie immunsuppressiv in 
inflammatösen Arealen, in dem sie unter anderem die Bildung von Prostaglandin E2 
beeinflussen. Prostaglandine regulieren auf vielfältige Weise den Knochenmetabolismus 
und sind wichtige Mediatoren während inflammatorischer Prozesse. Dabei beeinflussen 
sie aktiv die Knochenresorption und die Knochenreparaturmechanismen. 
Die Synthese der PG wird durch lösliche extrazelluläre Faktoren sowie Bestandteile der 
ECM reguliert.  
Dieser zusätzliche Effekt ermöglicht es autologe Zellen als Gewebeersatz einzusetzen 
und entzündliche Prozesse während der Heilungsphase zu reduzieren. Das Ziel meiner 
Forschungsarbeit ist es den Einfluss von GAG auf hMSC und die Bildung von PGE2 unter 
einer inflammatorischen Stresssituation, ausgelöst durch IL-1β, zu charakterisieren und 
deren Einsatz für Biomaterialien in der Medizintechnik und Transplantationsmedizin weiter 
zu ergründen. 
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4 Materialien und Methoden 
4.1 Materialien 
 Wachstumsfaktoren, Zellkulturprodukte, Stimulanzien und 4.1.1
Inhibitoren 
Produkt Hersteller 
Arachidonsäure Sigma Aldrich 
Ascorbat Sigma Aldrich 
Antibiotika 
• 10000 U Penicillin/ml  
• 10000 µg Streptomycin/ml  
in phys. NaCl 
Biochrom 
β-Glycerophosphat Sigma Aldrich 
Dexamethason Sigma Aldrich 
Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) Biochrom 














• Indomethacin (10 µM, 100 µM) 
• Acetylsalicylsäure (100 µM, 1 mM) 
• Diclofenac (1 µM, 10 µM) 
spezifische Cyclooxygenaseinhibitoren 
• SC 560 (Cox-1) 10 nM, 100 nM 
• SC 236 (Cox-2) 100 nM, 1µM 
• NS 398 (Cox-2) 5 µM, 10 µM 
Kinaseinhibitoren Signaltransduktion 
• SB 203580 (p38 MAPK) 
• PD 98059 (p42/44 MAPK) 


















je 0,1 µM, 1 µM, 10 µM 
Interleukin 1β (IL-1β) R & D Systems, Minneapolis 
Lipopolysaccharid (LPS) Sigma Aldrich 
Tumornekrosefaktor α (TNF-α) R & D Systems, Minneapolis 
Trypsin Biochrom 




Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM) 
• 4,5 g Glucose/l  
zur Kultivierung zugefügt: 
• 10% hitzeinaktiviertes Fötales Kälberserum  
(hi-FKS) 
• 2% L-Alanyl-L-Glutamin 





Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM)/         
hi-FKS/Penicillin, Streptomycin 
• 10 mM β-Glycerophosphat 




Dulbecco´s Modified Eagle´s Medium (DMEM)/         
hi-FKS/Penicillin, Streptomycin 
• 10 mM β-Glycerophosphat 
• 300 µM Ascorbat 




• 10% Kulturmedium (DMEM) 
• 10% Dimethylsulfoxid 
• 80% HS oder FKS 
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 Antikörper und Farbstoffe 4.1.3
Produkt Hersteller 
Monoclonal mouse anti human GAPDH IgG Calbiochem 
Polyclonal rabbit anti human Cox-2 Cayman Chemical 
Polyclonal rabbit anti human cPLA2 
Cell Signaling Technology, 
Inc. 
Polyclonal rabbit anti human mPGES 1 Cayman Chemicals 
Polyclonal rabbit anti human mPGES 2 Cayman Chemicals 
Polyclonal rabbit anti human cPGES  Cayman Chemicals 
Polyclonal rabbit anti human NfκB p65 
Cell Signaling Technology, 
Inc. 
Polyclonal rabbit anti human phospho NfκB p65 
Cell Signaling Technology, 
Inc. 
Polyclonal rabbit anti human p38 MAP Kinase 
Cell Signaling Technology, 
Inc. 
Polyclonal rabbit anti human phospho p38 MAP 
Kinase 
Cell Signaling Technology, 
Inc. 
Polyclonal rabbit anti human JNK Santa Cruz Biotechnology 
Polyclonal mouse anti human ERK 1/2 BD Transduction Laboratories 
Polyclonal rabbit anti human phospho ERK 1/2 
Cell Signaling Technology, 
Inc. 
Alexa Fluor® 568 anti rabbit IgG Life Technologies 
Alexa Fluor® 488 Phalloidin Life Technologies 
DAPI, 4′,6-Diamidino-2-phenylindol Roche Applied Science 
Anti mouse Biotin Dianova 
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 Chemikalien, Enzyme und Kits 4.1.4
Produkt Hersteller 
ABTS Sigma Aldrich 
Aceton Merck KGaG 
Acrylamid Carl Roth 
Agarose 
Roche Deutschland Holding 
GmbH 
Ammoniak Merck KGaG 
Aprotinin Sigma Aldrich 
Bromphenolblau Fluka (Sigma Aldrich) 
BSA Fraktion V PAA (GE Healthcare Life 
Sciences) 
Calciumchlorid Merck KGaG 
CDI Fluka 
Chlorwasserstoff Merck KGaG 
Coomassie R 250 Merck KGaG 
DMSO Sigma Aldrich 
DTT Stratagene 
EDTA Sigma Aldrich 
Eisessig Merck KGaG 
Ethanol Sigma Aldrich 
Ficoll Sigma Aldrich 
Glycerol Carl Roth 
Glycin Carl Roth 
Immobilon Western HRP Substrat EMD Millipore Corporation 
Isopropanol Sigma Aldrich 
Magnesiumchlorid Merck KGaG 
Mercaptoethanol Ferak 
Methanol Merck KGaG 
Methylenblau Serva 
Milchpulver Carl Roth 
Mowiol 488 Calbiochem 
Natriumacetat Merck KGaG 
Natriumborat Merck KGaG 
Natriumcarbonat Merck KGaG 
Natriumchlorid Merck KGaG 
Natriumdesoxycholat Merck KGaG 




Natriumhydroxid Merck KGaG 
Natriumhydrogencarbonat Merck KGaG 
Natriumorthovanadat Sigma Aldrich 
N-Hydroxysulfosuccinimid-Na-Salz Fluka 
Nonidet P40 Sigma Aldrich 
Orthophenyldiamin Merck KGaG 
Paraformaldehyd Merck KGaG 
PBS Biochrom 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Boehringer 
Ponceau S Carl Roth 
Schwefelsäure Carl Roth 
SDS Carl Roth 
Streptavidin-POD-Konjugat Dianova 
Stripping Puffer Western Blot Thermo Science 
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Carl Roth 
Tris Carl Roth 
Triton X 100 Ferak 
Trypanblau Biochrom 
Tween 20 Serva 
Zitonensäure Merck KGaG 
Verwendete Kits und Reagenzien: 
dNTPs Bioline 
Gel extraction Kit Qiagen 
Cytotoxicity Detection Kit LDH Roche 
CellTiter 96® AQueous MTS Promega 
Nuclear/Cytosol Fractionation Kit PromoCell GmbH 
OligodT(15) Promega 
PGE2 ELISA selbst hergestellt 
Qia Shredder Qiagen 
QuantiTect Qiagen 
Rneasy Mini Kit Qiagen 
Roti-Quant Carl Roth 
RQ DNAse Promega 
SybrGreen Qiagen 
SuperScript II Invitrogen 
TransAM® NFκB p65 Transcription Factor ELISA Kit Active Motif 




TransAM® CREB Transcription Factor ELISA Kits Active Motif 
 Puffer und Lösungen 4.1.5
Puffer pH-Wert / Menge 
Agarosegelelektrophorese 
10x TBE Puffer 
0,89 M Tris 
0,89 M Borat 
2 mM EDTA 
pH 8,3 
1x TBE Puffer 
10% 10x TBE in H2O 
 
TAE Puffer 
0,4 M Tris 
10 mM EDTA 
200 mM Acetat 
pH 8,5 
6x DNA-Ladepuffer 
15% Ficoll 400 
10 mM EDTA 
0,25% Bromphenolblau 
0,25% Xylen Cyanol 
 
 
SDS-Page und Western Blot 
10x TBS Puffer 
0,25 M Tris  
1,5 M NaCl  
1 l Aqua dest. auffüllen 
pH 8,0 
TBST (Waschpuffer) 
10% 10x TBS 
0,05% Tween 20 




4x Sammelgelpuffer  
0,5 M Tris 
0,25% SDS 
500 ml Aqua dest. auffüllen 
4x Trenngelpuffer  
1,5 M Tris  
0,4% SDS 
500 ml A. dest. auffüllen 
pH 6,8 
30,275 g 




10 ml 20% SDS 
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Puffer pH-Wert / Menge 
10x Laufpuffer 
0,25 M Tris 
1,92 M Glycin 





10% 10x Laufpuffer 
0,25% SDS  





320 mM Tris 
5% SDS 
0,025% Bromphenolblau 









20% 10 x Laufpuffer  





50 mM Tris/HCl  
150 mM NaCl 
1% (w/v) Tween 20 
0,5% (w/v) Natriumdesoxycholat 
0,1% (w/v) SDS 
1% Aprotinin 
1% PMSF 





4 Materialien und Methoden 28 
 
 
Puffer pH-Wert / Menge 
Lysepuffer (klassisch für WB) 
10 mM Tris/HCl  
150 mM NaCl 
2 mM EDTA 
1% TritonX 100 
1% Aprotinin 
1% PMSF 




1 M Tris/HCl  
20% SDS 
Mercaptoethanol 
500 ml Aqua dest. auffüllen 
 




5% BSA in TBST 
 

























0,2% Ponceau S 
5% Essigsäure 
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Puffer pH-Wert / Menge 
Trans AM Puffer 
Comlete Lysis Buffer 
DTT 






Complete Binding Buffer 
DTT 
Herring Sperm DNA (von 1 µg/µl) 






10x Waschpuffer AM2 (vorher 2 Minuten bei 50°C 






1x Antikörper Bindepuffer 














Aqua dest. zufügen 
bei 65°C erhitzen 
NaOH zugeben, bis Lösung klar wird 
10x PBS 
H2O auffüllen 










0,1% DEPC in H2O 
einen Tag bei RT stehenlassen 
1 Stunde autoklavieren 
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 Protein- und DNA-Marker 4.1.6
Proteinmarker: 
Prestained Marker (Protein) "Page Ruler"  Fermentas Thermo Fisher Scientific 
Biotinylierter Low Range Marker   Bio-Rad Laboratories, Inc. 
Biotinylierter High Range Marker   Bio-Rad Laboratories, Inc. 
 
 
Abbildung 4.1 Verwendete Proteinmarker für SDS Gelektrophorese 
 Dargestellt sind die bei SDS Gelelektrophorese verwendeten Proteinmarker. Links der 
Prestained Marker der Firma Fermentas Thermo Fisher Scientific, 2013. Rechts im Bild 












peqGold 100bp DNA-Leiter    PEQLAB Biotechnologie GmbH 
 
Abbildung 4.2 DNA Marker 
 Abgebildet ist der peqGold 100pb DNA Marker der Firma PEQLAB Biotechnologie GmbH, 
2014. 
  





Biofuge fresco Thermo Scientific Heraeus 
Zentrifuge Eppendorf AG 
Zentrifuge Beckman Coulter 
Zentrifuge fresco 17 Thermo Scientific Heraeus 
Rotationsschüttler 
Heidolph Instruments GmbH & 
Co.KG 
Mikrotiterplattenschüttler IKA Labortechnik Staufen 
Mikrotiterplattenschüttler 
VEB MLW Prüfgeräte - Werk 
Medingen 
CO2 Inkubator Thermo Scientific Heraeus 
Sterilbank Biohazard 
Vortex Vibrofix VF 1 IKA Labortechnik Staufen 
Kühlschrank Liebherr 
Kühlschrank Foron 
Gefrierschrank -20°C Liebherr 
Gefrierschrank -20°C Foron 
Gefrierschrank -80°C Thermo Scientific Heraeus 
Wasserbad GFL Gesellschaft für Labor-
technik GmbH 
Waage Satorius AG 
Beheizbarer Magnetrührer Laborversand A. Hartenstein 
Mikrowelle Sharp 
pH Messgerät Mettler-Toledo Intl. Inc. 
Thermomixer ThermoStat plus Eppendorf AG 
Photometer Shimadzu Deutschland GmbH 
Eismaschine Scotsman Ice Systems 
Reinstwasser Anlage Merck Millipore 
Digitalkamera Canon 




Inverses Mikroskop Hund Wetzlar 
Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss AG 
Neubauer Zählkammer Paul Marienfeld GmbH 
Geldokumentation LumiBIS 
DNR Bio-Imaging Systems 
Ltd. 
Mikrotiterplatten Lesegerät Bio-Rad Laboratories, Inc. 
Photometer für DNA und RNA Messungen 
Kisker Biotech GmbH & Co. 
KG 
PCR Workstation Faster 
PCR Cycler Eppendorf AG 
Mastercycler gradient Eppendorf AG 
real-time PCR Cycler Corbett Rotor Gene 3000 Qiagen 
UV Lampe Agarosegele Biostep 
Gelapparatur Agarosegele Biometra GmbH 
Gelapparatur SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Bio-Rad Laboratories, Inc 
Hoeffer Inc. 
Netzgerät Agarosegel Bio-Rad Laboratories, Inc 
Netzgerät SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
Power BIC 3000 
Biometra GmbH 
Western Blot Kammer 
Biometra GmbH 
Hoeffer Inc. 
Ultraschall Homogenisator Bandelin 
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 Zellkultur- und Verbrauchsmaterialien 4.1.8
Produkt Hersteller 
Zellkulturflasche 75 cm² mit Filterdeckel 
Greiner Bio-One International 
AG 
Zellkulturflasche 25 cm² mit Filterdeckel 
Greiner Bio-One International 
AG 
Zellkulturschale 3 cm 
Greiner Bio-One International 
AG 
Zellkulturschale 6 cm 
Greiner Bio-One International 
AG 
Konisches Röhrchen 50 ml 
Greiner Bio-One International 
AG 
Konisches Röhrchen 15 ml 
Greiner Bio-One International 
AG 
96-Loch-Platte Sarstedt AG & Co 
24-Loch-Platte Thermo Scientific Nunc™ 
Messpipette Glas 25 ml 
Hirschmann Laborgeräte 
GmbH & Co. KG 
Messpipette Glas 10 ml 
Hirschmann Laborgeräte 
GmbH & Co. KG 
Messpipette Glas 5 ml 
Hirschmann Laborgeräte 
GmbH & Co. KG 
Messpipette einmal 50 ml Corning 
Messpipette einmal 10 ml Corning 
Messpipette einmal 5 ml Corning 
Mikropipette Hamilton Hamilton Bonaduz Schweiz 
Pipettenspitze, blau Sarstedt AG & Co 
Pipettenspitze, gelb Sarstedt AG & Co 
Pipettenspitze, weiß Sarstedt AG & Co 
Einkanalpipette, 0,5 – 10 µl  Abimed Typ Gilson 
Einkanalpipette, 10 – 100 µl Abimed Typ Gilson 
Einkanalpipette, 100 – 1000 µl Abimed Typ Gilson 
Mehrkanalpipette Eppendorf AG 




Pipettierhilfe Easypet Eppendorf AG 
Handdispenser Eppendorf AG 
Kunststoff Röhrchen 2 ml Sarstedt AG & Co 
Kunststoff Röhrchen 1,5 ml Sarstedt AG & Co 
Kunststoff Röhrchen PCR, 0,2 ml Qiagen 
Kunststoff Röhrchen real-time PCR Qiagen 
Kryoröhrchen Greiner Bio-One International 
AG 
Zellschaber Greiner Bio-One International 
AG 
Objekträger mit Mattrand Brand GmbH und Co. KG 
Deckgläser quadratisch 
Paul Marienfeld GmbH & Co. 
KG 
Deckgläser rund Thermo Scientific 
Pasteur-Pipette aus Polyethylen European Laboratory Plastics 
Association 
Küvette Brand GmbH und Co. KG 
Nitrozellulosemembran GE Healthcare 
Papier Western Blot GE Healthcare Whatman 
 
  




humane Mesenchymale Stromazellen aus dem Knochenmark  
(hMSC – human mesenchymal stromal cells) - Stammzelllabor des Universitätsklinikums 
Dresden (Prof. M. Bornhäuser, Medizinische Klinik I) 
4.2 Methoden 
 Zellisolation und Kultivierung 4.2.1
 Verwendetes Zellmaterial 4.2.1.1
Die für die Untersuchungen verwendeten humanen mesenchymalen Stromazellen 
stammten aus Knochenmarksbiopsien unterschiedlicher Spender. Für eine Versuchsreihe 
wurden Zellen eines Spenders in ausreichendem Maß subkultiviert um eine mögliche 
Variabilität und Abweichungen in den Messergebnissen auszuschließen. Eine Versuchs-
reihe bedeutet die Analyse der PGE2 Freisetzung im Kulturüberstand, Bestimmung der 
Genexpressionsraten der an der PGE2 Synthese beteiligten Enzyme und die Proteinbe-
stimmung dieser Enzyme. Die Isolation der Zellen erfolgte mittels Percoll Dichtegradien-
tenzentrifugation. Dabei wurden die verschiedenen Zellen durch ihre unterschiedlichen 
Sedimentationsgeschwindigkeiten separiert. Mononukleäre Zellen und mesenchymale 
Stromazellen befanden sich in der oberen Schicht, Erythrozyten und Granulozyten 
befanden sich im Zellpellet. Die so gewonnenen Zellen wurden in DMEM/ 10% HSA 
(humanes Serum Albumin)/PS (Penicillin-Streptomycin) kultiviert. hMSC zeichnen sich 
durch Adhärenz auf Plastikoberflächen aus. Innerhalb von 24 Stunden können so 
adhärente Zellen von nicht adhärenten Zellen durch einen Medienwechsel getrennt 
werden. Stromazellen weisen bestimmte Oberflächenproteine auf, anhand dieser wurde 
eine weitere Klassifikation mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) durchge-
führt.  
Anschließend wurden die hMSC gezählt, aliquotiert und in Stickstoffbehältern kryokonser-
viert. 
 Kryokonservierung von hMSC 4.2.1.2
Durch die Methode der Kryokonservierung ist es möglich hMSC über einen längeren 
Zeitraum ohne Beeinträchtigung der physiologischen Funktionen zu lagern. Durch den 
Einfrierprozess bilden sich zuerst Eiskristalle im Medium und führen zu einer Hyperosmo-
larität. Diese bewirkt im weiteren Verlauf den Austritt von Wasser aus dem Zytosol und 
führt zu einem Schrumpfprozess der Zelle. Die Größe der entstehenden Eiskristalle kann 
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einen negativen Einfluss auf die Funktionalität der Zellmembran haben. Um diesen 
Vorgang entgegen zu wirken, wurde dem Gefriermedium 10% Dimethylsulfoxid beigefügt. 
Vor dem Einfrieren der Zellen wurde die Suspension mit definiertem Zellinhalt bei 4000 xg 
und Raumtemperatur zentrifugiert. Die Resuspension des Zellpellet erfolgte in einer 
bestimmten Menge Gefriermedium. Pro Kryoröhrchen wurden ca. 1⋅106 Zellen in Kryome-
dium aliquotiert. Vor der Einlagerung der Zellen in Stickstoffbehältern wurden diese über 
Nacht bei -70°C in einem Gefrierschrank gelagert. Dabei gewährleistet die geringe 
Absinkrate der Temperatur von 1 K/min einen schonenden Einfrierprozess.  
 Primärkultur und Subkultivierung von hMSC 4.2.1.3
Nach dem Auftauen der aus dem Knochenmark isolierten hMSC wurden diese in T25 
Kulturflaschen überführt und bis zum ersten Medienwechsel in DMEM mit 20% HI-FKS im 
Brutschrank bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. 
Zum Subkultivieren bzw. Expandieren wurden etwa 500.000 Zellen pro T75 Kulturflasche 
bis zur sechsten Passage ausgebracht. Der Medienwechsel erfolgte ein- bis zweimal 
wöchentlich mit DMEM 10% HI-FKS/PS. Um das Fötale Kälberserum (FKS) zu inaktivie-
ren, wurde es für 30 Minuten bei 56°C inkubiert. 
Die Aussaatdichte der hMSC für Differenzierungsversuche betrug etwa 7.000 Zellen/cm². 
Der Zusatz von Differenzierungsmedien erfolgte ab Tag vier, wobei Tag eins dem 
Zeitpunkt 24 Stunden nach Aussaat entspricht. Der Medienwechsel erfolgte zweimal 
wöchentlich mit frisch präpariertem Medium. 
Um den Einfluss von verschiedenen Glykosaminoglykanen zu testen, wurden die Zellen in 
einer Dichte von 10.000 Zellen/cm² in DMEM 10% HI-FKS/PS ausgesät. Nach 48 
Stunden erfolgte ein Medienwechsel mit DMEM/PS ohne Serum. IL-1β (10 ng/ml), TNF-α 
(10 ng/ml), LPS (10 µg/ml) und verschiedene Glykosaminoglykane (200 µg/ml) bzw. 
Arachidonsäure (10 µM) wurden nach weiteren 24 Stunden zugegeben. Dabei erfolgte vor 
der Addition von IL-1β, TNF-α und LPS eine zweistündige Präinkubation mit dem 
jeweiligen Glykosaminoglykan. Für die Testung der jeweiligen Cyclooxygenaseinhibitoren 
und Inhibitoren der Signaltransduktion wurden diese 30 Minuten präinkubiert. In Tabelle 
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Tabelle 4.1 Auflistung der verwendeten Glykosaminoglykane 
 Angabe des Schwefelgehaltes (S) in Prozent, Grad der Sulfatierung pro Disaccharideinheit 
(DSs) und Molekulargewicht (MW). 
Glykosaminoglykan S-Gehalt [%] DSs MW [g/mol] 
C4S 6,1 1,0 16 270 
C6S 6,1 1,0 19 760 
sCS3 12,63 3,1 12 985 
HyaS3 12,83 3,2 28 090 
 
 Ablösen von hMSC 4.2.1.4
Zum Ablösen der adhärenten hMSC von dem Boden der Kulturflaschen wurde eine 
Trypsin EDTA Lösung verwendet. Zuvor erfolgte die Abnahme des Mediums von den 
Zellen und die dreimalige Waschung mit 37°C warmen PBS um Rückstände des Mediums 
zu entfernen. Anschließend war die Zugabe von 3 ml Trypsin in eine T75 Kulturflasche für 
die enzymatische Ablösung der Zellen erforderlich. Die Inkubationszeit der Zellen im 
Brutschrank betrug drei bis fünf Minuten bei 37°C und 5% CO2. Nach Ablauf der Inkubati-
onszeit konnte die enzymatische Reaktion durch die Zugabe von 9 ml DMEM 10% HI-
FKS/PS abgestoppt werden. Die Zellsuspension wurde in ein 15 ml konisches Röhrchen 
überführt und bei 4000 xg für vier Minuten zentrifugiert. Der Flüssigkeitsüberstand wurde 
verworfen und das Zellpellet in einer ausreichender Menge von frischem Medium scho-
nend resuspendiert. Der abschließende Bearbeitungsschritt war die Bestimmung der 
Zellzahl. 
 Lichtmikroskopische Zellzahlbestimmung 4.2.1.5
Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Zählkammer nach Neubauer welche 
auch als Hämozytometer bezeichnet wird. Sie bestehen aus der Grundplatte und einem 
Deckglas. Die Kammer ist in drei schmale Stege aufgeteilt, die Trägerstege für das 
Deckglas und den Kammerboden. Dieser weist eine Tiefe von 0,1 mm auf und enthält 
nach Beschickung der Neubauerkammer ein definiertes Volumen an Untersuchungsmate-
rial. 
Vor Gebrauch der Kammer musste diese gründlich mit Wasser gereinigt werden, um 
Staub- und Zellreste zu entfernen. Anschließend wurde das Deckglas unter einem 
gewissen Druck auf die Kammer geschoben. Die Entstehung von Newtonschen Ringen 
wies auf die richtige Passform des Deckglases hin. Die Newtonschen Ringe sind ein 
Indikator für einen vernachlässigbaren Abstand von Deckglas und Kammer.  
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Die Zellen aus einer T75-Kulturflasche wurden wie unter Kapitel 4.2.1.4 beschrieben in 
einer definierten Menge Medium aufgenommen. 20 µl dieser Suspension wurden in einem 
Verhältnis von 1:2 mit Trypanblau-Lösung gemischt und je 10 µl dieses Gemisches 
seitlich in ein Zählfeld aufpipettiert. Durch Kapillarwirkung gelangte die Flüssigkeit 
zwischen Deckglas und Kammer. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden anschließend die 
vier Eckquadrate mit je 16 Kleinquadraten in Doppelbestimmung unter dem Lichtmikro-
skop mit 100-facher Vergrößerung ausgezählt. Der Farbstoff Trypanblau kann bei 
lebenden Zellen nicht die Plasmamembran durchdringen. Diese erscheinen unter dem 
Lichtmikroskop durchscheinend, wohingegen die Zellmembran bei abgestorbenen Zellen 
porös ist und der Farbstoff eindringen kann. Diese Zellen heben sich durch eine intensive 
Blaufärbung hervor. Die Berechnung der Zellzahl erfolgte anhand der nachfolgenden 
Gleichung: 
 
 10    (1)
Xv = vitale Zellzahl in 1 ml Zellsuspension 
Xg = Gesamtzellzahl von vier Großquadraten 
Xt = Zahl toter Zellen von vier Großquadraten 




Abbildung 3.1 Darstellung der Aufteilung der Zählkammer Neubauer.  
 Die vier Eckquadrate wurden für die Auszählung der hMSC Zellzahl verwendet.                  
(LO - Laboroptik GmbH, 2014)  
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 Bestimmung der metabolischen Aktivität von hMSC 4.2.2
 Bestimmung der Zellvitalität mit Hilfe des MTS Test 4.2.2.1
Prinzip 
Die Bestimmung der Zellvitalität basiert auf der Umsetzung eines Tetrazoliumsalzes      
(3-(4,5-Dimethyl-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-tetrazol) MTS zu 
wasserlöslichen Formazan. Die Reduktion des Tetrazoliumsalzes erfolgt intrazellulär 
durch die Reduktionsäquvivalente Nicotinamidadenindinukleotidhydrid (NADH) sowie 
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat (NADPH) und innerhalb der Mitochondrien durch 
die Succinatdehydrogenase. Durch die Umsetzung des Tetrazoliumsalzes lassen sich 
mithilfe von intrazellulär aktiven Dehydrogenasen Rückschlüsse auf die metabolische 
Aktivität der Zellen ziehen. Die Zunahme metabolisch aktiver Zellen steht in Verbindung 
mit dem gesteigerten Umsatz des Substrates. Die Absorption bei 490 nm korreliert direkt 
mit der Zellzahl und ist damit auch ein Maß für die Zellvitalität.  
Durchführung 
Die hMSC wurden für den MTS Test in einer 24-Lochplatte ausgesät. Die Zelldichte in 
jeder Kavität betrug 5.000 Zellen/cm2. Anschließend wurden pro Well 270 µl DMEM 10% 
HI-FKS/PS und 30 µl MTS Lösung dazu gegeben. Die Inkubation im Brutschrank vollzog 
sich für zwei Stunden bei 37°C und 5% CO2. Zusätzlich wurde eine Kontrollprobe ohne 
Zellen mitgeführt. Die Analyse erfolgte in dreifacher Bestimmung in einer 96-Loch 
Mikrotiterplatte. Dazu wurden dreimal 80 µl der MTS/Medium Lösung in die Kavitäten 
pipettiert. Zur spektralphotometrischen Auswertung diente der ELISA-Reader bei einer 
Wellenlänge von 490 nm. Um die Zellzahl anhand der optischen Dichte berechnen zu 
können, musste vorher der Extinktionskoeffizient bestimmt werden. Dazu wurden die 
Extinktionswerte bekannter Konzentrationen ermittelt. Anschließend wurden die Werte der 
optischen Dichte auf der Ordinate gegen die zugehörigen Konzentrationswerte auf der 
Abszisse aufgetragen. Idealerweise entsteht eine lineare Funktion 1. Grades. Der Anstieg 
der Geraden entspricht dem Extinktionskoeffizienten * d. Die Berechnung der Zellzahl 
















ε = Extinktionskoeffizient 
c = Konzentration hMSC 
E = Extinktion 
d = Schichtdicke Küvette  
 
 Bestimmung der Lactatdehydrogenase im Kulturüberstand 4.2.2.2
Prinzip 
Die Bestimmung der Laktatdehydrogenaseaktivität dient dem Nachweis der Zellvitalität 
bzw. der Zytotoxizität eines Stoffes. Äußere Einflüsse wie Hitze, UV-Strahlung oder auch 
chemische Stoffe können eine schädigende Wirkung auf die Zelle ausüben und die 
Zerstörung durch Nekrose bewirken. Im Gegensatz zur Apoptose, dem gerichteten 
Zelltod, zeichnet sich die Nekrose durch eine Ruptur der Plasmamembran aus. So 
gelangen Plasmaproteine in die extrazelluläre Umgebung und führen zu inflammatori-
schen Prozessen. Eines dieser Plasmaproteine ist die Laktatdehydrogenase (LDH). Die 
LDH ist ein ubiquitär intrazellulär vorkommendes Enzym. Das Enzym katalysiert die 
Umsetzung von Pyruvat zu Laktat. Die Oxidation des Coenzyms NADH stellt für eine 
erneute Reaktion in der Glykolyse das Produkt NAD+ zur Verfügung. Die Regeneration 
von Laktat zu Pyruvat erfolgt ebenfalls durch die LDH in der Leber. Durch Schädigung der 
Zellen kann die LDH aus dem Zytosol in die extrazelluläre Umgebung austreten und dient 
auf die Weise als Indikator für die Zellvitalität. Das Prinzip dieses Nachweisverfahrenes 
beruht auf einer gekoppelten enzymatischen Reaktion. Im ersten Schritt katalysiert die 
Laktatdehydrogenase die Bildung von Pyruvat unter Reduktion des Coenzyms NAD+. In 
der nachfolgenden Reaktion wird ein gelbes Tetrazoliumsalz durch das Enzym Diaphora-
se zu rotem Formazan reduziert. Die Auswertung am Spektralphotometer liefert reine 
Absorptionswerte und keine Enzymaktivitäten. Es ist nur eine Aussage über die Zelltoxizi-
tät bzw. Vitalität der Zelle möglich. 
 




Abbildung 4.3 Ablauf der Reaktion zur Bestimmung der Zellvitalität mit Hilfe der Laktatdehydrogenase 
 
Durchführung 
Um eine Aussage über die Zellvitalität zu treffen, wurde die LDH Menge im Zelllysat und 
im Zellüberstand mit Hilfe des Cytotoxicity Detection Kit von Roche bestimmt. Dazu 
wurden Kulturüberstande über den Versuchszeitraum entnommen und die Zellen mit 
Lysepuffer lysiert. Für den Nachweis ist ein intaktes Enzym notwendig. Die Lysate und 
Überstände durften nicht eingefroren werden. Vor Gebrauch der Überstände sind diese 
für fünf Minuten bei 13.000 rpm zu zentrifugieren. Die Vitalitätsbestimmung wurde in 
Dreifachbestimmung in einer 96-Lochplatte durchgeführt. Es wurden 5 µl Zelllysat mit  
95 µl PBS und 50 µl Überstand mit 50 µl PBS pro Well eingesetzt. Als Referenzwert 
diente Lysepuffer für Zelllysate und Überstand ohne Zellen für Überstandproben. Pro Well 
wurden 100 µl Substratlösung hinzugefügt. Die Inkubationszeit betrug bei Raumtempera-
tur und dunkler Lagerung 15 Minuten. Dabei erfolgte immer eine Sichtkontrolle der Proben 
um den richtigen Abstoppzeitpunkt zu ermitteln. Die spektralphotometrische Messung der 
Extinktion wurde bei 490 nm am ELISA-Reader durchgeführt. 
Berechnung der Zellvitalität und Zytotoxizität: 
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Die Proteinisolation erfolgte mit klassischem Lysepuffer. Pro ml Lysepuffer wurden 10 µl 
Aprotinin und 10 µl PMSF dazu pippetiert. Zellen in Zellkulturgefäßen in denen der 
Proteingehalt bestimmt werden sollte, wurden auf Eis aufgetaut. In jede Kavität einer  
24-Lochplatte wurden 100 µl fertiger Lysepuffer zugegeben. Die Inkubationszeit betrug 10 
Minuten auf dem Mikrotiterplattenschüttler. Das Ablösen der lysierten Zellen vom Kultur-
boden erfolgte je nach Größe der Kulturgefäße mit einer Pipettenspitze oder einem 
Zellkulturschaber mit anschließender Überführung in ein 1,5 ml Reagenzgefäß. Das Lysat 
wurde kurz mit Hilfe des Vortexers gemischt und nachfolgend für 30 Minuten bei  
13.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Zur weiteren Verwendung der Probe musste der 
Überstand in ein neues Gefäß überführt und das Zellpellet verworfen werden. 
 Proteinbestimmung nach Bradford Prinzip 4.2.4
Prinzip 
Zur Bestimmung der Proteinmenge in Lösung mittels der Bradford-Methode fand der 
Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 der Firma Carl Roth, Roti-Quant, Verwendung. 
Die Reaktion basiert auf einer Komplexbildung des Triphenylmethanfarbstoff mit dem im 
Protein enthaltenen basischen Aminosäuren. Dabei verändert sich die Färbung des 
Nachweisreagenz von rot zu blau. Die Ursache ist die Verschiebung des Absorptionsma-
ximums von 470 nm zu 595 nm. Bei dieser Wellenlänge erfolgt die Vermessung der 
Proteingemische. Um eine quantitative Auswertung des Testwertes vornehmen zu 
können, ist eine vorherige Kalibrierung mit BSA notwendig.  
Durchführung 
Die Proteinbestimmung nach Bradford erfolgte in Dreifachbestimmung. Es wurden drei 
Aliquotes mit je 10 µl Überstand befüllt und 1 ml Bradford Reagenz dazu pippetiert. Durch 
kurzes Schwenken konnte eine optimale Vermengung sichergestellt werden. Nach fünf 
Minuten Reaktionszeit wurden die Proben innerhalb von 30 Minuten am Photometer 
vermessen. Reine Bradford Reagenz diente als Referenzwert. Die Extinktion sollte bei der 
Bradford Methode nicht über 0,5 steigen. In diesem Fall sollte die Probe mit Lysepuffer 
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Gleichung zur Berechnung der Proteinkonzentration in µg/ml: 
 0,028 /0,581   für 10 µl Lysat (9)
c = Proteinkonzentration 
E = Extinktion 
 
 RNA Isolation  4.2.5
Prinzip 
Die RNA Isolation beruht auf der Lyse von Zellen durch Guanidinumthiocyanat haltigem 
RLT Puffer wobei gleichzeitig RNasen inaktiviert werden. Diese Methode ist in Anlehnung 
an die Isolation nach Chomczynski P. und Sacchi N., 1987. Die genomischer DNA wird 
durch eine gDNA Eliminator spin Säule entfernt, welche die DNA bindet. Durch Zugabe 
von Ethanol wird die RNA präzipitiert und durch mehrere Waschschritte mit RNase freiem 
Wasser gereinigt. 
Durchführung 
Nach der Reinigung des Zellmonolayers mit PBS wurden pro Ø 30 mm Kulturschale  
350 µl Lysepuffer auf die Zellen aufgetragen. Die Inkubationszeit betrug fünf Minuten auf 
Eis. Die lysierten Zellen konnten anschließend mit Hilfe eines Zellschabers sorgfältig vom 
Kulturboden entfernt und in ein RNase freies 1,5 ml Reagenzgefäß überführt werden. 
Zum Homogenisieren der Lysate ist es notwendig diese in einer QIAshredder Säule für 
zwei Minuten bei 14.000 rpm zu zentrifugieren. In diesem Fall konnte der Shredder nicht 
weiter verwendet werden. Nach der Zugabe von 350 µl 70%iger Ethanol zu dem Lysat 
erfolgte die Vermischung der Probe und die gesamten 700 µl wurden auf eine RNeasy 
Säule pipettiert. Die Probe wurde eine Minute bei 14.000 rpm zentrifugiert und der 
Durchfluss verworfen. Zur Reinigung der RNA wurden 700 µl RW1 Puffer auf die Säule 
pipettiert und eine Minute bei 14.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut 
verworfen. Die letzten beiden Reinigungsschritte erfolgten mit RPE Puffer je 500 µl bei 
einer Zentrifugationszeit von einer und anschließend zwei Minuten. Zum Schluss wurde 
die Säule in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und die RNA durch RNase freies 
Wasser eluiert. Dazu wurden in zwei Zentrifugationsschritten 30 µl Wasser auf die Säule 
aufgetragen und für je eine Minute bei 14000 rpm zentrifugiert. Für die Bestimmung der 
RNA Konzentration diente das Nanodrop - Photometer. Durch die Ermittlung des Quotien-
ten aus der Absorptionswellenlänge von 260 nm und 280 nm gebildet, lies sich eine 
Aussage über die Reinheit des Produktes treffen. Lag der Quotient zwischen 1,8 und 2,0 
war die Nukleinsäurelösung proteinfrei. 
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 Bestimmung der RNA Integrität 4.2.6
Zur Bestimmung der Integrität der isolierten RNA wurden 100 ng RNA/µl auf ein 1%iges 
mit Ethidiumbromid versetztes Agarosegel aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 90 V 
für 30 Minuten in 1-fach TAE Puffer, hergestellt mit DEPC Wasser. Anschließend wurden 
die RNA Banden unter UV-Licht detektiert. Wenn die RNA nicht degradiert ist, können 
Banden der 18S rRNA und der 28S rRNA nachgewiesen werden. 
 Reverse Transkription 4.2.7
Die Reverse Transkription wurde mit dem QuantiTect Reverse Transkriptase Kit von 
Qiagen durchgeführt. Die Eliminierung der genomische DNA erfolgte durch Zusatz des 
gDNA Wipe Out Puffers. Anschließend konnte die RNA durch das Enzym Quantiscript 
Reverse Transkriptase in cDNA umgeschrieben werden. Sie zeichnete sich durch eine 
hohe Sensitivität aus. Die Reaktion wurde unter Zusatz von Quantiscript RT Puffer und 
einem RT Primer Mix durchgeführt. Der RT Primer Mix beinhaltete speziell optimierte 
OligodT und Random Primer welche die cDNA Synthese von allen Regionen der RNA 
erlauben. Folgender Ansatz wurde in 0,2 ml Reaktionsgefäßen hergestellt. 
Tabelle 4.2 Ansatz DNA Verdau 
Substanz Menge 
RNA Probe 12 µl 
gDNA wipe out Puffer 2 µl 
 
Der DNA Verdau erfolgte für fünf Minuten bei 42 °C im Programm Q 2009. 
 
Tabelle 4.3 Ansatz Reverse Transkription 
Substanz Menge 
Quantiscript Reverse Transkriptase 1 µl 
Quantiscript Reverse Transkriptase Puffer 4 µl 
Quantiscript Reverse Transkriptase Primer 1 µl 
RNA Probe Ansatz DNA Verdau 14 µl 
Das Programm Q 2009 wurde nach erfolgtem DNA Verdau gestoppt und nach Zugabe 
der Komponenten für die Reverse Transkription fortgesetzt. Die Reaktionszeit betrug  
30 Minuten bei 42°C. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 95°C abgestoppt. Das führte 
zu einer Inaktivierung der Reversen Transkriptase. 
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 Primerdesign und Primer-Test PCR 4.2.8
Für die Ermittlung von relativen Genexpressionsraten der an der Prostaglandin E2 
Synthese beteiligten Enzyme wurden Primer mit Hilfe der Sofware Universal Probe 
Library, Probe Finder Version 2.45 der Firma Roche Diagnostics designt. Die Synthese 
der Primer erfolgte durch die Firma Eurofins MWG Operon in Ebersberg. Eine Auflistung 
und spezielle Charakterisierung kann Tabelle 4.5 entnommen werden. 
Nach Lieferung der Primer wurden diese in sterilem Wasser bei 65°C für 20 Minuten 
gelöst. Zur Ermittlung der optimalen Annealing Temperatur wurde eine Primer-Test PCR 
mit vier verschiedenen Annealing Temperaturen durchgeführt. 
Um eine unspezifisch ablaufende Reaktion der PCR Komponenten zu verhindern, erfolgte 
die Vorbereitung der PCR Proben auf Eis. Die benötigten Primer und RNAse freies 
Wasser wurden auf Eis aufgetaut und die Primer 1:10 in RNAse freiem Wasser verdünnt. 
Die Zusammensetzung der PCR Proben kann folgender Auflistung entnommen werden: 
 
Tabelle 4.4 Reaktionsansatz für die Primer Test PCR 
Substanz Menge 
RNAse freies Wasser 21 µl 
Primer for 1,5 µl 
Primer rev 1,5 µl 
cDNA 1 µl 
 
Der Ansatz wurde in einem EasyStart™ PCR Mix-in-a-Tube mit enthaltenem Puffer, 
dNTP`s und MgCl2 hergestellt. Für den Cox-1 Primer wurde cDNA einer Kontrolle ohne 
Behandlung und für die Prostaglandin E Synthasen eine mit IL-1β stimulierte cDNA Probe 
jeweils nach 24 Stunden verwendet. Bei der Verwendung von Cox-2 und Aktin Primern 
wurde auf bereits bestehende Daten zurückgegriffen. Die Proben wurden gründlich 
gemischt und zentrifugiert um das gesamte Probenvolumen am Boden des Röhrchens zu 
konzentrieren. Es wurden vier verschiedene Annealing-Temperaturen getestet um die 
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Tabelle 4.5 cDNA Primer für Real Time PCR 
 Angegeben ist die Sequenz, die Schmelztemperatur Tm, das Molekulargewichtes in g/mol 
und der Gehalt an GC Nukleotiden innerhalb der Sequenz. 
 








hCOX1 SG for CACCCATGGGAACCAAAG 56,0 5486 55,6 
hCOX1 SG rev TGGGGGTCAGGTATGAACTT 57,3 6228 50,0 
hCOX2 SG for CAAATCCTTGCTGTTCCCACCCAT 57,0 7723 50,0 
hCOX2 SG rev TGCACTGTGTTTGGAGTGGGTTTC 57,0 7093 50,0 
hcPGES2S for AGAGAAGTCGACTCCCTAGCAG 62,1 6753 54,5 
hcPGES2S rev TCGATCGTACCACTTTGCAG 57,3 6067 50,0 
hmPGES2S1 
for 
CGCTGCTGGTCATCAAGA 56,0 5499 55,6 
hmPGES2S1 
rev 
CGTGTCTCAGGGCATCCT 58,2 5466 61,1 
hmPGES2S2 
for 
GAGACACGTGGTTTCCAAGG 59,4 6182 55,0 
hmPGES2S2 
rev 
TCTTGTACTGGTACAGGGTCAGC 62,4 7070 52,2 
hAktin for AATGTGGCCGAGGACTTTGATTGC 57,0 7903 50,0 
hAktin rev TTAGGATGGCAAGGGACTTCCTGT 57,0 7903 50,0 
 
PCR Programm:   94°C 3 min    initialer Denaturierungsschritt 
   94°C 30 sec    Denaturierung 
   60°C 30 sec         x fach Anlagerung (Annealing) 
   72°C 15 sec    Extension 
   72°C 2 min    abschließende Extension 
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Annealing Temperaturen Programm: 
   50,6 °C 
   55,4 °C 
   59,8 °C 
   65,2 °C 
 Agarose Gelelektrophorese 4.2.8.1
Prinzip 
DNA- und RNA-Moleküle werden mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese nach ihrer 
molekularen Größe in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Das ist begründet durch das 
Verhältnis von Ladung zur Masse der Nukleinsäure. Diese ist bei unterschiedlich großen 
Molekülen fast konstant, da mit jeder neuen Base zusätzlich eine negativ geladene 
Phosphatgruppe eingeführt wird. Agarose ist ein Polysaccharid welches durch Erhitzen in 
Tris-Eisessig-EDTA Puffer gelöst wird. Beim Erkalten der Lösung kommt es zur Polymeri-
sierung der Agarosemoleküle und es bildet sich eine gelartige Struktur ähnlich eines 
molekularen Siebes aus. Die Auftrennung der Nukleinsäuremoleküle ist abhängig von der 
Prozentigkeit der Agarose, des pH-Wertes des Puffers und der Stärke der elektrischen 
Spannung. (Seyffert, W., 2003; S. 1074) 
Durchführung 
Nach Ablauf der Primer-Test PCR wurden die Amplifikate in einem 2%igen Agarosegel 
aufgetrennt. Dazu wurden 3 g Agarose in 150 ml einfach TAE-Puffer (zur Elution von 
Fragmenten für die Sequenzierung) oder einfach TBE-Puffer (zur Visualisierung von PCR 
Produkten) unter Erhitzen in der Mikrowelle gelöst. Zu der Agaroselösung wurden 1,8 µl 
Ethidiumbromidlösung zugefügt und gleichmäßig verteilt. Die flüssige Agarose wurde in 
eine Vorrichtung für mittel große Gele eingefüllt. Ein Gelkamm mit 12 Geltaschen wurde in 
die noch flüssige Agaroselösung gesteckt. Anschließend erstarrte das Agarosegel bei 
Raumtemperatur innerhalb von 30 Minuten. 
Zur Probenvorbereitung wurden 25 µl PCR Probe mit 5 µl sechsfach Probenpuffer 
versetzt. Vor dem Auftragen der Proben in die Geltaschen wurden diese kurz zentrifugiert. 
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Dieser setzte sich wie folgt zusammen:  
Tabelle 4.6 Zusammensetzung 100 bp DNA Marker 
Substanz Menge 
100 bp DNAMarker 2 µl 
6-fach DNA-Ladepuffer 2 µl 
Aqua dest. 8 µl 
 
Die Gelkammer wurde bis zur Markierung mit 0,5-fach TAE-Puffer oder 0,5-fach TBE-
Puffer befüllt. Anschließend erfolgte die Auftragung von zweimal 6 µl DNA Marker und 
jeweils 10 bis 12 µl DNA Probe in die Geltaschen. Die gelelektrophoretische Auftrennung 
wurde bei 120 V für 45 bis 60 Minuten unter Sichtkontrolle durchgeführt. 
 Gelextraktion von DNA 4.2.9
Die Extraktion von DNA Fragmenten aus einem Agarosegel erfolgte unter einer UV- 
Lampe. Das Fragment wurde mit Hilfe eines Skalpells ausgeschnitten und gewogen. Es 
durfte ein Gewicht von 400 mg nicht überschritten werden. Der Gelausschnitt wurde in ein 
2 ml Reaktionsgefäß überführt und das dreifache Volumen an QG Puffer hinzugefügt. Das 
Gel wurde anschließend in dem Puffer bei 50°C für 10 Minuten inkubiert bis zur vollstän-
digen Auflösung. Nach der erfolgten Verflüssigung wird der pH Wert unter Sichtkontrolle 
bestimmt. Mit Erreichen des pH Wertes 7,5 stellte sich eine gelbe Färbung ein. Zur 
Justierung des pH-Wertes wurde 3 M Natriumacetat mit einem pH-Wert von fünf verwen-
det. Nachfolgend erfolgte die Zugabe des einfachen Volumens an Isopropanol und die 
gesamte Probe wurde auf die entsprechende Säule pipettiert. Durch die Zentrifugation der 
Proben bei 10.000 xg für eine Minute konnte die Bindung der DNA an der Säulenmemb-
ran und der Durchtritt der verbleibenden Flüssigkeit durch den Filter gewährleistet 
werden. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule mit 500 µl QG Puffer beschickt. 
Es erfolgte ein weiterer Zentrifugationsschritt für eine Minute. Dem anschließenden 
Pippetierschritt von 750 µl PE Puffer auf die Säule folgte eine zwei bis fünf minütige 
Inkubationszeit. Danach wurden die Proben für eine Minute zentrifugiert, der Durchfluss 
verworfen und erneut eine Minute zentrifugiert. Die Säule wurde auf ein neues 1,5 ml 
Reaktionsgefäß gesteckt und die DNA mit zweimal 20 µl autoklavierten Wasser eluiert. 
Die DNA konnte bei -20°C gelagert werden.  
4 Materialien und Methoden 50 
 
 
 Primer Sequenzierung 4.2.10
Die Sequenzierung der PCR-Produkte wurde im Bereich für metabolische Erkrankungen 
der Medizinischen Fakultät I der Karls Universität in Prag durchgeführt. 
 Quantitative Real time PCR 4.2.11
Prinzip 
Die Real Time PCR ist eine fluoreszenzbasierte Methode zur Quantifizierung von 
Nukleinsäuren. Somit ist es möglich differentielle Genexpressionsraten zu bestimmen. 
Dabei wird die Menge an PCR Produkt während der Amplifikation durch Messung der 
Fluoreszenzstärke nach jedem Zyklus bestimmt. Innerhalb der exponentiellen Phase ist 
die Menge an gebildeten PCR Produkt der eingesetzten DNA Menge direkt proportional. 
Zur weiteren Analyse wurde die durchschnittliche Amplifikationseffizienz ermittelt. Eine 
100%ige Effizienz korreliert mit einem Wert von zwei und bedeutet eine Verdopplung der 
Amplifikate je Reaktionszyklus. Die Auswertung erfolgte anhand der komparativen 
Quantifizierung mit Hilfe der Rotor Gene Software. Damit war es im Rahmen dieser Arbeit 
möglich die relativen Genexpressionsraten unterschiedlich stimulierter Proben zu einer 
Kontrolle zu vergleichen. Zur Berechnung der relativen Expressionsrate wird die durch-
schnittliche Amplifikationsrate, die zwischen 1,6 und 2 liegen sollte, und der take off – 
Punkt benötigt. Letzterer ergibt sich aus der 2. Ableitung der Rohdaten und steht für den 
Eintritt der Polymerasekettenreaktion in die exponentielle Phase. Als Kontrolle diente das 
Housekeeping Gen Aktin. Die Ermittlung einer Standardkurve war unter Verwendung 
dieser Methode nicht erforderlich. 
In dieser Arbeit wurde der doppelstrangbindende Farbstoff SYBR Green der Firma 
Qiagen verwendet. Durch die Komplexierung des Farbstoffes mit der kleinen Furche der 
DNA wird die Fluoreszenzintensität gesteigert mit einem Absorptionsmaximum von       
494 nm und einer Emissionswellenlänge von 521 nm. Gemessen wird die Emission des 
Fluoreszenzssignals nach jeder erfolgten Elongationsphase. Ein Nachteil dieser Methode 
ist die unspezifische Bindung des Farbstoffes an DNA. Es werden nicht nur PCR Produkte 
nachgewiesen sondern auch Primer Dimere. Um die Spezifität der Real Time PCR zu 
bestimmen, wird nach erfolgter Polymerasekettenreaktion die Schmelzkurve der entstan-
denen DNA ermittelt. Dazu wird das PCR Produkt kontinuierlich von 50°C bis 99°C erhitzt. 
Dabei werden die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den Basenpaaren gelöst und 
es entsteht Einzelstrang-DNA. In diesem Zustand kann das Farbstoffmolekül SYBR 
Green nicht mehr an die DNA binden. Die daraus resultierende Abnahme des Fluores-
zenzsignals wird dabei gemessen. Die Schmelztemperatur jedes PCR Produktes ist durch 
die spezielle GC Basenstruktur und die Länge des Amplifikates spezifisch und gibt 
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Auskunft über die Reinheit der PCR Probe. Eine zusätzliche Sicherheit, die die unspezifi-
sche Bildung von DNA Amplifikaten verhindern soll, ist die Verwendung einer Hot Start 
Taq-DNA-Polymerase und spezieller Puffer. 
Durchführung 
Die Amplifikation der Nukleinsäuren wurde im Rotor Gene durchgeführt. Die verwendeten 
Primer sind in Tabelle 4.5 aufgeführt. Der Ansatz wurde in einem 0,2 ml Reaktionsgefäß 
hergestellt und kann der Tabelle 4.7 entnommen werden. Der SYBRGreen Master Mix 
wurde abhängig von der Probenanzahl n mit n + 2 vorbereitet.  
Tabelle 4.7 Reaktionsansatz für die quantitative Real Time PCR 
Substanz Menge 
SYBRGreen PCR Master Mix 10 µl 
Primer forward 0,2 µl 
Primer reverse 0,2 µl 
dH2O 8,6 µl 
cDNA 1 µl 
 
Ein Ansatz wurde jeweils in Doppelbestimmung pipettiert und eine Wasserprobe als 
Negativkontrolle mitgeführt. Im SYBRGreen PCR Master Mix ist eine HotStart Taq 
Polymerase enthalten. Diese ermöglicht eine gerichtete Reaktion. Die Aktivierung der 
Polymerase erfolgt bei 95°C somit ist eine unspezifische Reaktion bei Raumtemperatur 
ausgeschlossen und ein terminierter Start der Polymerasekettenreaktion sichergestellt. 
Der Ablauf der Reaktion erfolgte nach folgendem Schema: 
1. Initiale Denaturierung der DNA bei 95°C für fünf Minuten 
2. Denaturierung der DNA bei 95°C für fünf Sekunden 
3. Anlagerung der Primer an die zu amplifizierende DNA bei 60°C (Annealing) für  
fünf Sekunden 
4. DNA Synthese durch die HotStart Taq Polymerase bei 60°C (Elongation) für      
fünf Sekunden 
5. Ermittlung der Schmelzkurve bei einer Temperatursteigerung in 0,5 K Schritten 
von 50°C bis 99°C 
6. Abkühlung auf 4°C 
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Die Schritte zwei bis fünf wurden in 50 Reaktionszyklen wiederholt. Nach erfolgreicher 
Real-Time PCR wurden die Amplifikate in einem 1,8%igen Agarosegel aufgetrennt. Somit 
war eine zusätzliche Kontrolle der Reinheit der PCR Reaktion möglich. 
 Western Blot 4.2.12
Prinzip 
Das Prinzip des Western Blot beruht auf der elektrophoretischen Auftrennung eines 
Proteingemisches nach seiner molekularen Größe in einer Trägermatrix. Von der Träger-
matrix werden die Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulo-
semembran übertragen. Durch spezifische Antikörper können einzelne Proteine auf der 
Membran nachgewiesen werden. Mit Hilfe eines Detektors werden die Proteinbanden 
ausgewertet. 
Durchführung 
Zu Beginn wurde die Gelapparatur vorbereitet. Die Herstellung des Trenngels und 
Sammelgels erfolgte nach der Zusammensetzung in Absatz 4.1.5. In Abhängigkeit der 
Größe des zu untersuchenden Proteins wurde das Trenngel mit der entsprechenden 
Prozentigkeit hergestellt.  
Tabelle 4.8 Zusammensetzung der unterschiedlichen Trenngele nach Prozentigkeit 
Prozentigkeit 5% 7,5% 10% 12,5% 15% 
A. dest. (Spülküche) in ml 8,75 7,50 6,25 5,00 3,75 
4x Trenngelpuffer (KS 3) in ml 3,75 3,75 3,75 3,75 3,75 
Acrylamid-Bisacrylamid (KS 3) in ml 2,50 3,75 5,00 6,25 7,50 
 
Unabhängig von der Prozentigkeit erfolgte kurz vor Gebrauch unter Rühren die Zugabe 
von 7,5 µl TEMED und 75 µl APS (10%) zu dem Trenngelansatz. Das Trenngel wurde bis 
zur Markierung zwischen die Glasscheiben der Western Blot Vorrichtung eingefüllt. Um 
eine ebene Trenngeloberkante zu erreichen, wurde es mit 0,5% SDS oder 1 ml Isopropa-
nol überschichtet. Das Trenngel polymerisierte innerhalb von 30 Minuten aus. Anschlie-
ßend wurde das Sammelgel unter Rühren hergestellt. Die angegebene Rezeptur ent-
sprach einem großen Polyacrylamidgel der Dicke 0,75 mm bzw. zwei kleinen Polyac-
rylamidgelen der Dicke 1,5 mm. 
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Tabelle 4.9 Zusammensetzung Sammelgel für SDS-Page 
Substanz Menge 
Aqua dest. 3,25 ml 
4x Sammelgelpuffer 1,25 ml 
Acrylamid-Bisacrylamid 0,5 ml 
→ unter Rühren hinzufügen 
TEMED 5 µl 
ABS (10%) 30 µl 
 
Nach vollständiger Polymerisation des Trenngels konnte das SDS bzw. Isopropanol 
abgegossen werden und das Sammelgel wurde auf das Trenngel aufgeschichtet. Der 
Gelkamm wurde zwischen die Glasscheiben in das Sammelgel eingesteckt und das 
Sammelgel 30 Minuten auspolymerisieren gelassen. Zur Größenbestimmung der einzel-
nen Proteinbanden diente ein High Range und ein Low Range Marker. 
Tabelle 4.10 Zusammensetzung der biotinylierten low und high range Marker für SDS-Page 
Substanz Menge 
biotinylierter low/high Range Standard 4 µl 
5x SB (Sample Buffer) 12 µl 
PBS 36 µl 
Mercaptoethanol 2 µl 
 
Die vorbereiteten Marker wurden für fünf Minuten bei 95°C erhitzt und anschließend 
herunter zentrifugiert. Das Verfahren für die aufbereiteten Proben war analog. 
In einem ersten Schritt erfolgte die Befüllung der Elektrophoresekammer mit Laufpuffer. 
Die Geltaschen wurden zur Reinigung mit Laufpuffer gespült und anschließend wiederbe-
füllt. Zur Ermittlung der molekularen Größe der aufgetrennten Proteine wurden 15 µl 
biotinylierte Proteinmarker High Range bzw. Low Range in die Vertiefungen mit der 
Hamiltonspitze und wenn vorhanden 25 mg Proteinprobe pro Bahn pipettiert. Je nach 
Größe der Geltaschen konnte das Probenvolumen erhöht werden. Nicht befüllte Gel-
taschen wurden mit 5 µl 5-fach SB beladen. 
Anschließend wurde die obere Kammer auf die Gelkammern aufgesetzt und die gesamte 
Apparatur eingehängt. Die obere Kammer wurde bis zur Markierung mit Laufpuffer befüllt. 
4 Materialien und Methoden 54 
 
 
Während der Elektrophorese wurde die Spannung konstant auf 800 V gehalten und die 
Stromstärke im Sammelgel pro Gel auf 17,5 mA und im Trenngel pro Gel auf 35 mA 
eingestellt. 
Zur Herstellung von Waschpuffer (TBST) für die weiteren Schritte wurde 10-fach TBS 
1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt. Zusätzlich erfolgte pro Liter Waschpuffer der 
Zusatz von 0,5 ml Tween. 
Die Gelelektrophorese galt als beendet wenn die Lauffront kurz vor Austritt aus dem Gel 
stand. Die Gelapparatur wurde demontiert und das Sammelgel mit Hilfe eines Gelcutters 
entfernt. Für den Blotvorgang musste das Gel in ein Maß von 10x14 cm gebracht werden. 
In Vorbereitung erfolgte der Zuschnitt von 8 Filterpapieren und einer Blotmembran mit 
identischem Format. Die Filterpapiere und die Blotmembran wurden in Transferpuffer 
eingeweicht. Für die Herstellung des Transferpuffers wurden 40 ml Methanol mit  
40 ml 10-fach Laufpuffer gemischt und auf 200 ml mit destilliertem Wasser aufgefüllt. In 
















Abbildung 4.4 Aufbau und Schichtung innerhalb der Western Blot Kammer 
 
Das zugeschnittene Gel wurde nun auf die fünf Lagen aus Filterpapier und Blotmembran 
überführt. Die übrigen vier Filterpapiere dienten als Decklage für das Gel. Um Luftblasen 
zwischen Blotmembran und Gel zu vermeiden, wurden die Lagen ausgestrichen. Der 
gesamte Komplex wurde nun in die Transferkammer überführt und der Blotvorgang 
gestartet. Eine Stromstärke von 1 mA pro cm2 galt als Richtlinie für die Ermittlung der 
Bedingungen des Gellaufes für die Blotmembran. Das elektrische Feld verlief senkrecht 
zur Membran, sodass die Proteine Richtung Anode vom Gel auf die Membran übertragen 
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Um die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran abzudecken, wurde diese 
mithilfe von Blockpuffer aus 5% Milchpulver in TBST für zwei Stunden behandelt. Optional 
kann vor dem Blockieren die Membran mit Ponceau S oder Coomassie Lösung gefärbt 
werden. Im weiteren Verlauf erfolgte der spezifische Proteinnachweis mittels Immunkon-
jugat. Hierbei wurde die Membran nach erfolgter Blockierung dreimal mit Waschpuffer 
gereinigt und nachfolgend mit einem primären Antikörper überschichtet. Die Herstellung 
der Antiköperlösung erfolgte nach Vorschrift in 5% BSA Lösung mit TBST. Pro Membran 
wurden 15 bis 20 ml Antikörperlösung benötigt. Für die ideale Bindungsreaktion wurde der 
Blot für zwei Stunden bei Raumtemperatur oder in der Kühlzelle über Nacht unter 
Schütteln inkubiert. 
Ein erneuter dreimaliger Reinigungsschritt mit Waschpuffer bereitete die Membran auf die 
Behandlung mit dem sekundären Antikörper vor. Die Detektion des primären Antikörpers 
wird durch die Zugabe eines sekundären Antiköpers ermöglicht. Je nach Herkunft des 
verwendeten Erstantikörpers richtete sich die Art des sekundären Antikörpers. Die 
Verdünnung wurde wie bei dem primären Antikörper in 5% BSA in TBST durchgeführt. 
Die Einwirkzeit betrug eine Stunde. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Blotmemb-
ran erneut dreimal mit Waschpuffer gewaschen. Der Nachweis des sekundären Antikör-
pers der an das Enzym HRP gekoppelt war, erfolgte mittels Luminol welches durch die 
Peroxidase oxidiert wird. Die oxidierte Form emittiert bläuliches Licht. Die Intensität der 
Chemilumineszenzreaktion wurde mit einem Detektionsgerät der Firma DNR gemessen. 
Die Detektionslösung wurde kurz vor Gebrauch frisch hergestellt und die Membran fünf 
Minuten darin inkubiert. Die Membran konnte mehrfach verwendet werden. Dazu wurde 
sie nach der Detektion zweimal mit TBST gewaschen. Um die gebundenen Antikörper zu 
entfernen, wurde die Membran mit Strip Puffer behandelt.  
Von dem Strip Puffer wurden 100 ml auf die Blotmembran gegeben und 15 Minuten bei 
50°C im Heizschrank inkubiert. Anschließend erfolgte eine weitere Zugabe von ebenfalls 
100 ml Strip Puffer und weitere 15 Minuten Einwirkzeit. Während der Behandlung musste 
die Membran gelegentlich geschüttelt werden. Zur Reinigung der Membran wurde diese 
nun fünfmal mit TBST gewaschen und konnte anschließend erneut mit 50 ml Blockpuffer 
blockiert werden.  
Ponceau S-Färbung 
Prinzip 
Die Färbung der Nitrocellulosemembran mit Ponceau S diente dem Nachweis der 
Übertragung der Proteine nach dem Blotprozess. Ponceau S ist ein roter Azofarbstoff der 
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an die Aminogruppe der Proteine bindet. Die Bindung ist reversibel und kann durch 
auswaschen mit destilliertem Wasser wieder entfernt werden.  
Durchführung 
Die Blotmembran wurde nach dem Blotten dreimal für je fünf bis zehn Minuten mit 
Waschpuffer gewaschen. Um die Reste des Waschpuffers zu entfernen wurden zwei 
weitere Waschprozesse mit destilliertem Wasser angeschlossen. Anschließend konnte 
die Ponceau S Lösung auf die Membran gegeben werden und für 5 bis 15 Minuten bei 
Raumtemperatur und Schwenken inkubiert werden. Die Dauer der Färbung richtete sich 
nach der Menge übertragenen Proteins.  
Die Färbelösung konnte wieder verwendet werden und wurde daher nicht verworfen. Die 
gefärbte Membran wurde mit destilliertem Wasser gespült bis die Proteinbanden deutlich 
sichtbar waren. Die gesamte Färbung ließ sich durch weiteres Spülen mit destilliertem 
Wasser vollständig entfernen. 
Coomassie-Färbung und Gelfixierung 
Prinzip 
Coomassie Brilliant Blau ist ein Triphenylmethanfarbstoff der Proteine in Polyacrylamidge-
len unspezifisch anfärbt. Dabei lagert sich der Farbstoff an die basischen Seitenketten der 
Aminosäuren an. Mit dem Farbstoff Coomassie R-250 lassen sich Proteinmengen ab 5 ng 
nachweisen. 
Durchführung 
Das Gel wurde nach dem Blotten für 30 Minuten in Coomassiefärbelösung inkubiert. Nach 
dem Färben wurde das Gel einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Zur Sichtbarma-
chung der gefärbten Proteinbanden wurde das Gel über Nacht bei Raumtemperatur in  
1-fach Entfärberlösung eingelegt.  
Danach wurde das Gel einmal mit destilliertem Wasser gespült und über Nacht bei 
Raumtemperatur in Fixierlösung aus 25% Methanol und 5% Glycerol inkubiert. Abschlie-
ßend erfolgte die Trocknung des Gels. Dazu wurden zwei Cellophan Blätter (Dryease Mini 
Cellophane von Novel Experimental Technology) in Fixierungslösung einige Minuten 
eingeweicht. Das Gel wurde zwischen den beiden Cellophanblätter luftblasenfrei gelagert 
und in einen Rahmen eingespannt. Die Trocknung erfolgte bei Raumtemperatur. 
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 Immunologische Funktionsanalysen 4.2.13
 Trans AM NfκB p65 Test 4.2.13.1
Prinzip 
Mit diesem kommerziellen Test von Active Motif ist es möglich die Aktivität von NfκB auf 
Basis des ELISA Prinzips zu ermitteln. Auf 96-Lochplatten wurden Oligonukleotide mit der 
Konsensussequenz für die NfκB p65 Untereinheit immobilisiert (5`-GGGACTTTCC-3`). 
Die im Gesamtzelllysat befindlichen aktivierten NfκB Dimere binden spezifisch an die 
Oligonukleotide. Ein Antikörper gegen NfκB p65 lagert sich an ein Epitop von p65, 
welches nur durch die Konformationsänderung bedingt durch die Bindung von p65 an 
seine Konsensussequenz in Erscheinung tritt. Die colorimetrische Auswertung erfolgt 
durch Zugabe von einem HRP konjugierten sekundären Antikörper. 
Duchführung 
Die Zellen wurden in 3 cm Schalen ausgesät und je nach Behandlung entsprechend 
kultiviert. Nach Beendigung der Behandlung schloss sich ein zweimaliger Reinigungs-
schritt mit PBS und die anschließende Lagerung bei – 80°C an. Für die Proteinisolation 
wurden die Schalen auf Eis aufgetaut und 70 µl Complete Lysis Puffer appliziert. Die 
Inkubation fand über 10 Minuten auf Eis statt. Die Zellen wurden durch einen Zellschaber 
von dem Schalenboden entfernt und die Lysate in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt. Um 
die unlöslichen Zellbestandteile von den löslichen Proteinen zu trennen, wurden die 
Lysate bei 13000 xg für 30 Minuten und 4°C zentrifugiert. Anschließend konnte die 
Proteinmenge der Lysate mittels Bradford Methode bestimmt werden (Kapitel 4.2.4). Um 
quantitative Ergebnisse zu erhalten, sollte die Proteinmenge zwischen 0,2 und 10 µg 
liegen. Die Proteinmengen der einzelnen Proben wurden angeglichen und eventuelle 
Volumenunterschiede durch Zugabe von Complete Lysis Buffer ausgeglichen. Das 
Probenvolumen betrug 20 µl. 
Zuerst wurden in jedes Well 30 µl Complete Binding Puffer pipettiert. Danach erfolgte die 
Zugabe der Proben. Als Positivkontrolle wurden 2,5 µg Jurkat Kernextrakt verwendet. Das 
entsprach 2 µl Extrakt in 18 µl Complete Lysis Buffer. In die Blank Wells wurden 20 µl 
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Tabelle 4.11 Zusammensetzung der Proben für den Trans AM NfκB p65 Test 
Reagenzien Blank Positiv Kontrolle Proben 
Complete Binding Buffer 30 µl 30 µl 30 µl 
Jurkat Kernextrakt -   2 µl - 
Complete Lysis Buffer 20 µl 18 µl - 
Probe - - 20 µl 
 
Die Inkubation erfolgte für eine Stunde unter ständigem Schütteln auf einer Plattform mit 
100 rpm bei Raumtemperatur. Anschließend wurden die Wells dreimal mit je 200 µl 
Waschpuffer gewaschen und auf einem trockenen Papiertuch die restliche Flüssigkeit 
durch klopfende Bewegungen entfernt. Danach wurden pro Well 100 µl des gelösten NfκB 
Antikörpers (1:1000 in 1 x Antikörper Bindepuffer) aufgetragen. Nach einer Inkubations-
dauer von einer Stunde bei Raumtemperatur wurden die Wells viermal mit Waschpuffer 
unter gleichbleibenden Bedingungen gewaschen. Der Verdünnungsfaktor des HRP – 
konjugierten sekundären Antiköpers betrug 1:1000 in einfach Antikörper Bindepuffer. Von 
dieser Lösung wurden 100 µl pro Well aufgetragen. Die Reaktion fand für eine Stunde bei 
Raumtemperatur statt. Nach Beendigung der Inkubation wurden die Wells viermal mit je 
200 µl Waschpuffer gewaschen und die Restflüssigkeit entfernt.  
Für die colorimetrische Reaktion wurden 100 µl Entwicklungslösung pro Well aufgetragen. 
Die Inkubation der Platte erfolgte bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die Zeit lag je nach 
Charge zwischen fünf und neun Minuten. Positive Proben konnte durch eine Blaufärbung 
identifiziert werden. Bevor das Medium umschlug in eine dunkel blaue Färbung, wurden 
100 µl Stopplösung pro Well pipettiert. Die Absorption sollte am Spektrometer, bei einer 
Wellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 655 nm, innerhalb von fünf 
Minuten vermessen werden. 
 Trans AM CREB Test 4.2.13.2
Prinzip 
In Anlehnung an den kommerziellen Aktivitätstest für den Transkriptionsfaktor NfκB wird 
mit diesem Test die Aktivierung des Transkriptionsfaktor CREB nachgewiesen. Zu diesem 
Zweck befinden sich auf einer 96-Lochplatte ein immobilisiertes Oligonukleotid mit der 
Konsensussequenz für CRE. Die aus den Proben isolierte nukleäre Fraktion beinhaltet je 
nach Zustand der Zelle aktiviertes oder nicht aktiviertes CREB. Dieses bindet an die 
Konsensussequenz für CRE. Der primäre Antikörper gegen CREB bindet an den spezi-
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fisch gebundenen Transkriptionsfaktor. Die colorimetrische Auswertung erfolgt ebenso 
wie bei dem Nachweis für NfκB durch einen HRP-gekoppelten sekundären Antikörper. 
 
Abbildung 4.5 Darstellung des Prinzips des Trans AM Test zum Nachweis der Aktivierung von Transkrip-
tionsfaktoren  
 Der im Zellextrakt enthaltene Transkriptionsfaktor bindet spezifisch an das im Well 
immobilisierte Oligonukleotid. Der Nachweis der Bindung erfolgt durch eine Antikörperbin-
dung mit nachfolgender colorimetrischer Farbreaktion. 
Durchführung 
Die Vorbereitung der Proben sowie die verwendeten Puffer sind entsprechend dem Trans 
AM Test für NfκB verwendet wurden. Als Positivkontrolle diente der Kernextrakt einer 
humanen fötalen Lungen Fibroblasten Zelllinie, der WI-38 Zellen, welche mit Forskolin 
behandelt wurden, in einer Konzentration von 5 µg pro Well. WI-38 Zellen 
Tabelle 4.12 Zusammensetzung der Proben für den Trans AM pCREB Test 
Reagenzien Blank Positiv Kontrolle Proben 
Complete Binding Buffer 30 µl 30 µl 30 µl 
WI-38 Kernextrakt -   2 µl - 
Complete Lysis Buffer 20 µl 18 µl - 
Probe - - 20 µl 
 
Die Proben wurden für drei Stunden auf einer Rotationsplattform bei 100 rpm und 
Raumtemperatur inkubiert. Nach erfolgter Bindung der Proben wurden die Kavitäten 
dreimal mit 200 µl 1-fach Waschpuffer gereinigt. Zwischen jedem Waschschritt wurde die 
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restliche Flüssigkeit durch Ausklopfen auf eine saugfähige Unterlage entfernt. Anschlie-
ßend erfolgte die Lösung des pCREB Antikörpers in einem Verhältnis von 1:500 in 1-fach 
Antibody Binding Buffer. Pro Well wurden 100 µl des primären Antikörpers verwendet. Die 
Inkubationsdauer betrug bei Raumtemperatur eine Stunde. Nachfolgend wurden die 
Proben erneut dreimal mit 1-fach Waschpuffer in selber Weise gereinigt. Vorbereitend auf 
den nächsten Schritt erfolgte die Lösung des sekundären HRP-konjugierten anti-rabbit 
IgG Antikörpers 1:1000 in 1-fach Antibody Binding Buffer. In die gewaschenen Kavitäten 
wurden 100 µl des sekundären Antikörpers appliziert welcher sich für eine Stunde an den 
ersten Antikörper anlagerte. Während der Inkubationszeit erfolgte die Erwärmung der 
Stopp Lösung auf Raumtemperatur. Vor der colorimetrischen Reaktion wurden die 
Kavitäten viermal mit 1-fach Waschpuffer in gleicher Weise gereinigt und anschließend 
100 µl Developing Solution aufgetragen. Die Inkubationszeit variierte zwischen 5 und 15 
Minuten und vollzog sich unter Ausschluss von Licht. In dieser Zeit sollte ein Farbum-
schlag zu dunkelblau beobachtet werden. Die Beendigung der Reaktion erfolgte durch 
Zugabe von 100 µl Stop Solution. Dabei färbte sich die Lösung von Blau zu Gelb. Die 
Zeitspanne zur Bestimmung der Absorption bei 450 nm und einer Referenzwellenlänge 
von 655 nm betrug fünf Minuten. 
 Quantitativer Nachweis von Prostaglandin E2 im Zellkultu-4.2.13.3
rüberstand 
Puffer und Lösungen 
Natriumhydrogencarbonat/ EDTA Lösung 
Substanz Stoffmenge Menge 
NaHCO3 2% (w/v) 5 g 
EDTA 100 mM 9,305 g 
 











BSA 20,8 mg 
CDI (N-Ethyl-N(3-dimethylaminopropyl-cabodiimid-hydrochlorid) 14,0 mg 
N-Hydroxysulfosuccinimid-Na-Salz 22,0 mg 
Die Substanzen wurden in 10 ml destilliertem Wasser gelöst. 
Puffer 1 
Substanz Stoffmenge Menge 
A: NaHCO3 0,05 M 0,42 g 
B: Na2CO3 0,05 M 0,53 g 
 
Substanz A und B wurden jeweils in 100 ml destilliertem Wasser gelöst. Puffer 1 wurde 
frisch, unter Vorlage von Lösung A, zusammen gemischt. Lösung B wurde unter Kontrolle 
des pH- Wertes zugegeben. Der pH-Wert sollte 9,6 betragen. 
Waschpuffer 
Substanz Stoffmenge Menge 
NaCl 0,9% (w/v) 9 g 
TRIS 5 mM 0,6057 g 
Tween 20 0,05% (w/v) 500 µl/0,5 g 
 
Die Substanzen wurden in 1 l destilliertem Wasser gelöst und der pH-Wert auf 7,4 
eingestellt.  
Puffer 2 
Substanz Stoffmenge Menge 
BSA 0,1% (w/v) 1 g 
 
Das BSA für Puffer 2 wurde in 1 l PBS gelöst. 





Die Stammlösung wurde 1:40 in DMEM/0%FCS verdünnt, sodass die Endkonzentration 
des ersten Standards 2.500 pg/100 µl betrug. Der erste Standard wurde in einer seriellen 
Verdünnungsreihe in einem Verhältnis von 1:2,5 hergestellt. 
1. Antikörper 
Die Stammlösung hatte eine Konzentration von 2 mg/ml und wurde vor Gebrauch in 
einem Verhältnis von 1:100 in Puffer 2 vorbereitet. 
2. Antikörper 
Die Stammlösung wurde vor Gebrauch 1:2.500 in Puffer 2 verdünnt. 
Streptavidin-POD-Konjugat 
Die Stammlösung hatte eine Konzentration von 1 mg/ml. Vor Gebrauch wurde das 
Konjugat 1:1.000 mit Puffer 2 gemischt, 30 Minuten ruhen gelassen und anschließend 
1:100 in Puffer 2 verdünnt. 
OPD-Substratpuffer 
Für die Herstellung des Orthophenyldiamin (OPD)-Substratpuffers wurden 10 mg in 25 ml 




• Herstellung des PGE2-BSA Komplexes zur Plattenbeschichtung 
In einem ersten Schritt zur Herstellung des PGE2-BSA Komplexes musste ein 10 cm 
Dialyseschlauch in Wasser eingeweicht werden. Anschließend wurde der Schlauch in 
NaHCO3/EDTA Lösung 10 Minuten gekocht um Schwermetalle zu entfernen und nachfol-
gend mit Wasser gespült. Unter N2 Einwirkung erfolgte die Einengung von 0,4 mg PGE2 
mit anschließender Addition von 40 µl destillierten Wasser und 1,6 ml Konjugationslösung. 
Der pH-Wert wurde auf 6,0 eingestellt und die Suspension drei Stunden bei Raumtempe-
ratur unter ständiger Rührbewegung gelagert. Nach erfolgreichem Lösen des Komplexes 
wurde dieser gegen destilliertes Wasser dialysiert um nicht-komplexiertes PGE2 zu 
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entfernen. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und durch Auffüllen mit PBS ein 
Endvolumen des PGE2-BSA Komplexes von 10,4 ml erreicht. Die Suspension konnte bei -
20°C gelagert werden. 
•  Beschichtung der Mikrotiterplatten 
Die Verdünnung des BSA-PGE2-Komplexes erfolgte in einem Verhältnis von 1:500 in  
Puffer 1. Es wurden 200 µl pro Well aufgetragen und die 96-Lochplatte über Nacht bei  
4 °C inkubiert. 
Die anschließende zweimalige Reinigung der Platte mit je 300 µl Waschpuffer pro Well 
führte zu einer Beseitigung restlicher Bestandteile des Beschichtungskomplexes. 
•  Blockieren 
Es wurden 300 µl Puffer 2 pro Well aufgetragen und eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach erfolgte eine zweimalige Reinigung der Platte mit jeweils 300 µl 
Waschpuffer pro Well und nachfolgend an der Luft getrocknet. 
•  Ansätze pipettieren 
Die Auftragung der Standards und Kontrollen erfolgte in Doppelbestimmung. Für die 
Kontrollen wurden jeweils 100 µl Medium und 100 µl Puffer 2 bzw. der erste Antikörper 
eingesetzt. Die Proben der Standardreihe enthielten 100 µl Standard der jeweiligen 
Konzentration und 100 µl des ersten Antikörpers. Zusätzlich wurden 100 µl jeder Probe 
mit 100 µl des ersten Antiköpers verwendet. Die Inkubation der Proben erfolgte bei 4°C 
über Nacht. 
Nach Abschließen der Inkubationsdauer konnten die Proben verworfen werden. Ein 
zweimaliger Waschschritt führte zur Beseitigung der restlichen Probenrückstände. Die 
verbleibende Flüssigkeit wurde durch ausklopfen auf einer saugfähigen Unterlage 
entfernt. 
•  Zugabe zweiter Antikörper 
Es wurden je 200 µl des zweiten Antiköpers pro Well pipettiert und eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend erfolgte eine zweimaliger Reinigungsvorgang 
der Platten mit Waschpuffer welche darauf zur Trocknung ausgeklopft wurden. 
•  Zugabe Steptavidin-POD-Konjugat 
Es wurden 200 µl Konjugat pro Well zugegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur im 
Dunkeln inkubiert. Darauf folgte die Reinigung der 96-Lochplatte wie in vorangegangenen 
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Schritten zweimal mit Waschpuffer und durch Ausklopfbewegungen konnte die Restflüs-
sigkeit entfernt werden. 
•  Zugabe OPD-Substratpuffer 
Pro Kavität wurden 100 µl Substratpuffer eingesetzt und etwa 30 Minuten auf einem 
Mikrotiterplattenschüttler gelagert. In dieser Zeit trat bei PGE2 enthaltenden Proben eine 
Gelbfärbung auf. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 µl H2SO4 gestoppt und die 96-
Lochplatte im Spektralphotometer bei 490 nm (Referenz 655 nm) analysiert.  
 Immunfluoreszenzfärbung 4.2.13.4
Durchführung 
Die MSC wurden für Immunfluoreszenzananlysen in 24-Lochplatten kultiviert. Nach 
Beendigung der Behandlungsdauer wurden die Zellen durch Absaugen des Kultivie-
rungsmediums und Zugabe von PBS gewaschen. Zur Fixierung der Zellen erfolgte unter 
10 minütiger Behandlung mit 4%igen PFA. Dazu wurden pro Kavität 0,5 ml dieser Lösung 
zugegeben. Anschließend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen um die Reakti-
on zu beenden. In diesem Zustand war eine Aufbewahrung der Proben über mehrere 
Wochen möglich. 
Wurden die Zellen sofort nach der Fixierung weiter verarbeitet, erfolgte die Permeabilisie-
rung der Zellen mit 1 ml Permeabilisierungspuffer pro Kavität für 20 Minuten. Nachfolgend 
wurden die Zellen mit PBS gewaschen. Zur Abdeckung von Antigenbindestellen wurden 
die Zellen mit Blockierungspuffer für 10 Minuten behandelt. Ab diesen Zeitpunkt erfolgten 
alle weiteren Schritte im Dunkeln.  
Zur Vorbereitung der Inkubation der Proben mit dem ersten Antikörper, wurden pro Probe 
70 µl Antikörperlösung auf einen mit Parafilm bespannten 24-Lochplattendeckel in 
adäquaten Abständen aufgetragen. Die Deckgläschen wurden nun um 180°C gedreht und 
auf die Antikörperlösung positioniert. Die Deckel mit den Proben wurden in eine feuchte 
Kammer transferiert. Nach einer Stunde Inkubationszeit wurden die Deckgläschen in die 
Vertiefungen überführt und dreimal 10 Minuten mit PBS gewaschen. Anschließend 
erfolgte eine weitere Inkubation mit Blockierungspuffer für 10 Minuten. 
Nachfolgend wurde die Lösung für den Sekundärantikörper in einer Konzentration von 
1:200 vorbereitet. Die Applikation erfolgte in derselben Arbeitsweise wie mit dem Pri-
märantikörper. Nach der einstündigen Inkubationsphase wurden die Deckgläschen in die 
Wells überführt und mit 1 ml DAPI-Lösung für 15 Minuten behandelt. Um die Färbelösung 
zu entfernen, wurden die Proben dreimal mit PBS gespült. 
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Zum Schluss wurde auf die Objektträger ein Tropfen Mowiol pipettiert und die Deckgläs-
chen mit der Zellseite auf das Mowiol angedrückt. Zur völligen Trocknung der Immunfluo-
reszensproben wurden diese über Nacht in einer trockenen und dunklen Kammer 
gelagert. 
Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des Immunfluoreszenzmikroskops von Zeiss Axiovert 
mit der Sofware Axiovision 4.6.2. Die verwendeten Antikörper können dem Kapitel 4.1.3 
entnommen werden. 
 Statistische Auswertung 4.2.14
Um die Signalintensitäten der Western Blot Banden quantitativ auszuwerten, wurden die 
Daten mit Image Quant TL 5.1 ermittelt. Die entsprechenden Bereiche des Blots sind 
markiert und die evaluierten Bandenintensitäten integriert wurden. Die resultierenden 
Volumendaten wurden in Microsoft Office EXCEL exportiert und mit den Daten des 
Referenzgens abgeglichen. Die Software GraphPad Prism 5.0 diente der Darstellung und 
statistische Auswertung der Ergebnisse. Die Angabe der Werte erfolgte als Mittelwert ± 
SEM. P-Werte ab <0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Die Berechnung 
erfolgte mit Hilfe der ANOVA Varianzanalyse. Dieses Verfahren vergleicht Mittelwerte und 
ermittelt Unterschiede zwischen mehr als zwei Gruppen. Dabei erfolgt die Ermittlung des 
P-Wertes der F-Statistik. Eine mehrfaktorielle Varianzanalyse wurde durchgeführt wenn 
die Anzahl unabhängiger Variablen größer eins war. Eine mögliche Signifikanz ist 
abhängig von den Unterschieden der Mittelwerte, der Standardabweichung jeder Gruppe 
und der Stichprobengröße. 
 
 




Ziel der Arbeit war es den Einfluss von Glykosaminoglykanen, die sich in ihrem Sulfatie-
rungsgrad unterscheiden, auf die Bildung von Prostaglandin E2 in humanen mesenchyma-
len Stromazellen zu analysieren. PGE2 wird im Knochen in Zusammenhang mit Knochen-
resorption, durch die Förderung inflammatorischer Prozesse, aber gleichzeitig auch die 
Knochenneubildung bei Frakturheilungsprozessen gebracht. hMSC, als Vorläuferzellen 
der Osteoblasten, kommen hierbei eine entscheidende Rolle bei Knochenneubildung aber 
auch der Immunmodulation zu.  
5.1 Einordnung der Ergebnisse in aktuelle Forschungsschwerpunkte 
Untersucht wurde unter anderem C4S ein nativ im Knochengewebe vorkommendes GAG. 
Der antiinflammatorische Effekt von Chondroitinsulfat ist weithin bekannt und findet 
bereits Anwendung bei der Behandlung von Osteoarthritis (Kapitel 0). So konnte in vitro 
durch mehrere Studien der antiinflammatorische Effekt auf Chondrozyten aufgezeigt 
werden. Dagegen ist die Wirkung gegenüber hMSC nicht eindeutig aufgeklärt. Durch die 
komplexe, nicht einheitliche Struktur und die große Bandbreite der Strukturformen, sind 
die molekularen Wirkmechanismen schwer zu erforschen. Im Gegensatz zu Knorpelge-
webe kommen GAG im Knochen in wesentlich geringeren Umfang vor. C4S bestimmt hier 
90% des GAG Gehaltes. Wohingegen HS in deutlich geringerem Maße auftritt (Prince und 
Navia, 1983). Eine Modifikation der GAG durch Sulfatierung erhöht deren Attraktion von 
bivalenten Kationen. So veränderte GAG interagieren verstärkt mit Zytokinen, Enzymen, 
Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Adhäsionsmolekülen. Aus diesem Grund wurde 
neben dem natürlich sulfatierten C4S ein höher sulfatiertes CS, das sCS3, untersucht. 
Hintergrund ist es ein Verständnis über die molekularen Abläufe während inflammatori-
scher Prozesse nach dem Einbringen eines mit GAG beschichteten Knochentransplanta-
tes und die Wirkung auf hMSC zu generieren. Somit soll eine bessere Biokompatibilität 
der verwendeten Implantate gewährleistet werden. In diesem Zusammenhang wurde der 
Ablauf der initialen inflammatorischen Phase durch die Zugabe proinflammatorischer 
Zytokine, wie IL-1β, TNF-α und LPS, simuliert. In einem ersten Schritt wurde die Wirkung 
der GAG und der proinflammatorischen Stimuli auf die Proliferation und Zytotoxizität 
gegenüber hMSC überprüft. Zudem sollte in den weiteren Versuchen ein Verständnis 
über die veränderten Signaltransduktionswege und Enzymketten, die an der PGE2 
Bildung beteiligt sind, ergründet werden. 
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5.2 Identifizierung von PGE2 Biosynthese stimulierenden proinflamm-
atorischen Faktoren in hMSC 
Die Biosynthese von Prostaglandin E2 in hMSC kann durch zahlreiche Faktoren stimuliert 
werden. Um den Verlauf einer inflammatorischen Reaktion im Modell mesenchymale 
Stromazelle zu simulieren, wurden drei unterschiedliche proinflammatorische Stimulanzi-
en getestet. Das Lipopolysaccharid (LPS) ist in der äußeren Membran gramnegativer 
Bakterien lokalisiert und gehört zu den „Danger Motifen“, den sogenannten PAMP´s          
(pathogen associated molecular pattern). Interleukin 1β und Tumornekrosefaktor α sind 
lösliche Komponenten der angeborenen nicht adaptiven Immunabwehr. 
Die Zellen wurden für die Versuche auf Polystyren (TCPS) ausgebracht. Für die Identifi-
zierung des wirksamsten Stimulus wurden die hMSC von drei unterschiedlichen Spendern 
für 24 Stunden mit dem jeweiligen Stimulus inkubiert (IL-1β - 10 ng/ml, TNF-α - 10 ng/ml, 
LPS - 10 µg/ml). Als Kontrolle (CTRL) dienten unbehandelte Zellen. Anschließend erfolgte 
die Bestimmung der Menge des sekretierten PGE2 anhand der gesammelten Kulturme-
dienüberstände mittels PGE2 ELISA. Durch die Zugabe von IL-1β (7939±471,5) konnte 
die PGE2 Bildung im Vergleich zur Kontrolle um das 34-fache gesteigert werden. Wohin-
gegen die Wirkung von LPS (388,3±74.3) und TNF-α (658,7±79,3) deutlich geringer 


























Diagramm 5.1 Kapazität der PGE2 Freisetzung  
 Angabe in pg/ml; Inkubationszeit: 24 Stunden; Stimulanzien: IL-1β, TNF-α und LPS; N=3; 
Werte *** = p<0,001 wurden als statistisch sehr signifikant angenommen 
 
Des Weiteren konnte der Einfluss der Stimulanzien auf die Vitalität der hMSC bestimmt 
werden. Dazu wurde die Prozentzahl lebender hMSC ermittelt. Der Quotient aus zellulärer 
LDH und gesamt LDH lässt einen Rückschluss über das Verhältnis vitaler Zellen in der 
Kultur zu. Wie in Diagramm 5.2 ersichtlich wird, hat keines der in dieser Konzentration 
5 Ergebnisse 68 
 
 
verwendeten Substanzen einen negativen Effekt auf die Zahl lebender Zellen. Die Vitalität 
betrug unter allen Versuchsbedingungen ca. 80%. Aufgrund der höchsten Marge an 
sekretierten PGE2 und der unveränderten Vitalität der Zellen wurde im weiteren Verlauf IL-









































Diagramm 5.2 Vitalität von hMSC nach Stimulation mit proinflammatorischen Zytokinen 
 Angabe in Prozent vitaler Zellen; Inkubationszeit: 24 Stunden; Stimulanzien: IL-1β, TNF-α 
und LPS; N=3. Zur Berechnung wurde die zelluläre LDH und die gesamt LDH bestimmt. 
 
Die vorherige Testreihe unterschiedlicher PGE2 Stimulanzien ergab, dass IL-1β als 
Stimulus für die Bildung von PGE2 in hMSC am besten geeignet ist. Im Folgenden wurde 
die wirkungsstärkste Einsatzkonzentration ermittelt und deren eventueller zytotoxischer 
Einfluss. Dabei stellte sich eine Konzentration von 10 ng/ml IL-1β als am Wirkungsstärks-



























Diagramm 5.3 Konzentrationsabhängige Freisetzung von PGE2 
 Angabe in pg/ml; verwendete Konzentrationen des Zytokins IL-1β: 1ng, 10ng, 50ng; 
Inkubationszeit: 48 Stunden; N=3 
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Eine erhöhte zytotoxische Wirkung auf hMSC konnte mit keiner getesteten Konzentration 
an IL-1β aufgezeigt werden. Innerhalb der Testkonzentrationen lag der Anteil an geschä-













































Diagramm 5.4 Zytotoxische Wirkung des proinflammatorischen Stimulus IL-1β  
 Zur Berechnung wurde die extrazelluläre LDH und die gesamt LDH ermittelt. Inkubations-
zeit: 24 Stunden; N=3 
5.3 Beeinflussung der stimulierten sofortigen und verzögerten Frei-
setzung von PGE2 durch Glykosaminoglykane 
Um Aufschluss über die Wirkungsweise unterschiedlich sulfatierter Glykosaminoglykane 
auf den Syntheseweg von PGE2 zu erhalten, wurde deren Einfluss auf die sofortige und 
verzögerte PGE2 Freisetzung analysiert. Das natürlich im Knochen vorkommende C4S 
weist einen Sulfatierungsgrad von ca. 6% auf. Dagegen ist bei den chemisch sulfatierten 
GAG Derivaten, sCS3 und HyaS3, der Schwefelgehalt etwa verdoppelt. Das so veränder-
te Molekulargewicht und die chemische Zusammensetzung beeinflussen die Wirkung der 
Glykosaminoglykane. Welche Auswirkung der Sulfatierungsgrad der GAG auf die 
unterschiedliche Stimulation der Freisetzung von PGE2 ausübt, soll anhand dieser 
Ergebnisse verdeutlicht werden.  
Diagramm 5.5 zeigt die sofortige PGE2 Freisetzung durch Zugabe von 10 µM Arachidon-
säure (AA). Die Zellen unbehandelter Proben dienten als Kontrolle. Nach einer Inkubati-
onsdauer von einer Stunde war ein signifikanter Einfluss der hochsulfatierten Glykosami-
noglykane sCS3 und HyaS3 in Kombination mit AA auf die Bildung von PGE2 nachweis-
bar. AA führte ohne Zusatz von Glykosaminoglykanen zu einer Freisetzung von  
472,76 pg/ml PGE2. Mit Zugabe der Glykosaminoglykane sCS3, C4S und HyaS3 wurden 
erhöhte Mengen von 798,86 pg/ml, 624,85 pg/ml und 796,88 pg/ml PGE2 im Zellkultu-
rüberstand mittels ELISA nachgewiesen.  



































Diagramm 5.5 Darstellung der sofortigen Freisetzung von PGE2 
 Die Inkubationszeit mit AA betrug eine Stunde. Die jeweiligen Glykosaminoglykane (200 
µg/ml) wurden zwei Stunden vor Zugabe von AA präinkubiert. Hier angegeben sind die 
Mittelwerte ± SEM aus drei unabhängigen Experimenten. Die PGE2 Werte unbehandelter 
Proben bzw. mit sCS3, C4S oder HyaS3 behandelter Proben wurden von den PGE2 Wer-
ten mit AA bzw. AA/cSC3, AA/C4S und AA/HyaS3 subtrahiert. Werte *  = p<0,05 wurden 
als signifikante Unterschiede zu AA behandelten Zellen dargestellt. 
 
Um den Effekt der hochsulfatierten GAG auf die stimulierte sofortige PGE2 Freisetzung 
auch zu späteren Zeitpunkten zu untersuchen, wurden weitere Zellkulturüberstande nach 
24, 48, 72 und 96 Stunden unter dem Einfluss von AA und sCS3, als Repräsentant der 
hochsulfatierten GAG, ausgewertet. Bis zu einem Zeitpunkt von 24 Stunden war die PGE2 
Bildung sowohl mit als auch ohne den Einfluss von sCS3 vergleichbar. Das Maximum an 
freigesetzten PGE2 im Überstand konnte nach 48 Stunden unter Zugabe von AA bestimmt 
werden (11.720 ± 991 pg/ml). Vergleichend dazu führte die Zugabe von sCS3 zu einer 
signifikanten Reduktion der PGE2 Bildung (6.163 ± 337 pg/ml). Danach nahm die Kon-
zentration an PGE2 kontinuierlich ab. Die Zugabe von sCS3 bewirkte auch zu den 
späteren Zeitpunkten eine signifikante Verringerung an freigesetzten PGE2. 
Bei der Analyse und Interpretation der ermittelten Daten ist stets zu beachten, dass durch 
den in vitro Charakter des experimentellen Aufbaus PGE2 im Vergleich zur in vivo 
Situation langsamer abgebaut wird. Unter in vivo Bedingungen werden PG zeitnah durch 
die 15-Hydroxyprostaglandin Dehydrogenase in der Lunge abgebaut. Die in vitro Situation 
bedingt hingegen eine Akkumulation von sekretierten PGE2 im Überstand während der 
Versuchsdauer.  
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Diagramm 5.6 Zeitlicher Verlauf der PGE2 Freisetzung unter Einfluss von AA und sCS3  
 Die Inkubationszeit mit AA betrug eine, 24, 48, 72 und 96 Stunden. sCS3 (200 µg/ml) 
wurde zwei Stunden vor Zugabe von AA präinkubiert. Hier angegeben sind die Mittelwerte 
± SEM aus drei unabhängigen Experimenten. Die PGE2 Werte unbehandelter Proben 
bzw. mit sCS3 behandelter Proben wurden von den PGE2 Werten mit AA bzw. AA/cSC3 
subtrahiert. Werte ** = p<0,01 und *** = p<0,001 wurden als signifikante Unterschiede zu 
AA behandelten Zellen dargestellt. 
 
Eine verzögerte PGE2 Freisetzung lässt sich durch die Wirkung der proinflammatorischen 
Stimulanzien IL-1β, TNF-α und dem Endotoxin LPS auslösen. Wie schon in Diagramm 5.1 
aufgezeigt wurde, fiel die durch TNF-α und LPS induzierte PGE2 Freisetzung im Vergleich 
zu IL-1β in hMSC geringer aus. Die Wirkung der GAG war für alle Stimulanzien tendenzi-
ell vergleichbar. Die GAG mit dem höheren Sulfatierungsgrad zeigten eine stärkere 
Reduzierung der PGE2 Freisetzung nach 24 Stunden als das einfach sulfatierte C4S. 
Unter Zugabe von IL-1β reduzierte sich die freigesetzte PGE2 Menge um 61% von 7.706 ± 
909 pg/ml auf 3.005 ± 167 pg/ml. Dieser Effekt wirkte sich unter Zusatz von C4S und 
HyaS3 (5.444 ± 965 und 4.280 ± 661) geringer aus.  
Durch den ähnlichen Trend einer stärkeren Inhibition der PGE2 Freisetzung unter 
Applikation der hochsulfatierten GAG, sCS3 und HyaS3, wurden die nachfolgenden 
Experimente vergleichend mit dem nativ vorkommenden C4S und exemplarisch mit sCS3 
vollzogen. 
































Diagramm 5.7 Darstellung der verzögerten PGE2 Freisetzung nach 24 Stunden. 
 Die Inkubationszeit mit den Stimulanzien IL-1β, TNF-α und LPS betrug 24 Stunden. Die 
Glykosaminoglykane sCS3, C4S und HyaS3 (200 µg/ml) wurden zwei Stunden vor Zuga-
be der Stimulanzien präinkubiert. Hier angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus drei un-
abhängigen Experimenten. Die PGE2 Werte unbehandelter Proben bzw. mit dem jeweili-
gen Glykosaminoglykan behandelten Proben wurden von den PGE2 Werten mit Stimulus 
bzw. Stimulus/GAG subtrahiert. Werte * = p<0,05, ** = p<0,01 und *** = p<0,001 wurden 
als signifikante Unterschiede zu IL-1β behandelten Zellen dargestellt. 
5.4 Effekt unterschiedlich sulfatierter Chondroitinsulfate auf die 
basale und stimulierte PGE2 Freisetzung 
Die Wirkung von Chondroitinsulfat auf den Ablauf von Entzündungsreaktionen ist durch 
frühere Untersuchungen bekannt (Ronca et al., 1998; Martel-Pelletier et al., 2010; 
Henrotin et al., 2014). Die Aktivierung und Infiltration inflammatorischer Zellen sowie die 
Freisetzung von Zytokinen und anderen Mediatoren wird entscheidend verringert. Wichtig 
sind dabei die Sulfatgruppen der Moleküle. In wieweit synthetisch hergestellte Chondroit-
insulfate mit zusätzlich eingebrachten Sulfatgruppen die basale und stimulierte PGE2 
Bildung verändern, soll diese Arbeit zeigen.  
Die Durchführung der Experimente erfolgte in gleicher Weise wie bei den vorangegange-
nen Versuchsaufbauten. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Die Untersuchung der 
Zellkulturüberstände verlief über einen Zeitraum von 24 Stunden bis 96 Stunden um einen 
genauen Verlauf des sekretierten PGE2 zu ermitteln. Dabei wurden die PGE2 Konzentrati-
on mittels ELISA Untersuchung bestimmt. In Diagramm 5.8 ist die basale Freisetzung von 
PGE2 visualisiert. Es war festzustellen, dass das Grundniveau der PGE2 Bildung durch 
hMSC gering war. Stetig stieg die Konzentration über die Dauer der Versuchszeitpunkte 
an, mit einem Maximum bei 48 Stunden (23 ± 2 pg/ml). Es war zudem kein signifikanter 
Einfluss der GAG, sCS3 und C4S, auf die basale PGE2 Freisetzung nachweisbar. Mit 
sCS3 behandelte Zellen zeigten ein vergleichbares Sekretionsmuster zu der Kontrollpro-
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be. Dagegen stieg die PGE2 Konzentration von C4S behandelten Zellen über den 
Versuchszeitraum bis zum Ende kontinuierlich auf ein geringes Niveau an. 



















Diagramm 5.8 Darstellung der basalen PGE2 Freisetzung von hMSC 
 Die Inkubationszeiten mit den Glykosaminoglykanen sCS3 und C4S (200 µg/ml) betrugen 
24, 48, 72 und 96 Stunden. Hier angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus vier unabhän-
gigen Experimenten.  
 
Neben dem basalen Level des von den hMSC gebildeten PGE2, kann die Expression und 
Sekretion, wie unter Kapitel 5.2 beschrieben, durch den proinflammatorischen Stimulus 
IL-1β induziert werden. Während der inflammatorischen Phase der Wundheilung wird IL-
1β in vivo hauptsächlich durch Monozyten und Makrophagen sezerniert. Der Einsatz von 
IL-1β als externer Stimulus soll in diesem Versuch die veränderte Bildung von PGE2 in der 
frühen inflammatorische Phase aufzeigen.  
Unter Kapitel 5.3 wurde der Effekt von C4S und sCS3 auf die durch AA sofortige induzier-
te PGE2 Freisetzung erläutert. Ohne den Einfluss von AA konnte eine verringerte PGE2 
Freisetzung durch die Wirkung von sCS3 und C4S schon nach 24 Stunden beobachtet 
werden. Die Ermittlung der maximalen Menge an freigesetzten PGE2 (309 ± 13 pg/ml) 
erfolgte nach 48 Stunden durch IL-1β mit einem nachfolgenden kontinuierlichen Abfall der 
Konzentration. Die maximale PGE2 Konzentration mit IL-1β war durch Zugabe von CS 
etwa um 50% verringert. Die nachfolgende Tabelle zeigt die Reduktion der gebildeten 
PGE2 Menge durch die GAG C4S und sCS3 auf. 
Tabelle 5.1 Reduktionsrate der stimulierten PGE2 Freisetzung durch sCS3 und C4S 
Inkubationsdauer Reduktion durch sCS3 
[%] 
Reduktion durch C4S   
[%] 
24h 78 64 
48h 53 47 
72h 62 67 
96h 60 65 
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Die Auflistung der prozentualen Reduktionsraten der untersuchten GAG verdeutlicht, dass 
unter sCS3 Behandlung die PGE2 Sekretion zu frühen Zeitpunkten (24 h und 48 h) 
verstärkt reduziert war. Wohingegen die reduktive Wirkung durch C4S verzögert nach 72 
und 96 Stunden einsetzte. 























Diagramm 5.9 Darstellung der stimulierten PGE2 Freisetzung von hMSC 
 Die Inkubationszeit mit IL-1β betrug 24, 48, 72 und 96 Stunden. Die Glykosaminoglykane 
sCS3 und C4S (200 µg/ml) wurden zwei Stunden vor Zugabe von IL-1β präinkubiert. Hier 
angegeben sind die Mittelwerte ± SEM aus vier unabhängigen Experimenten. Die PGE2 
Werte unbehandelter Proben bzw. mit dem jeweiligen Glykosaminoglykan behandelten 
Proben wurden von den PGE2 Werten mit IL-1β bzw. IL-1β/GAG subtrahiert. Werte *** = 
p<0,001 wurden als signifikante Unterschiede von IL-1β/GAG zu IL-1β behandelten Zellen 
dargestellt. 
5.5 Einfluss unterschiedlich sulfatierter Chondroitinsulfate auf die 
Enzyme der PGE2 Synthese 
An der Prostaglandinbiosynthese sind mehrere Enzyme beteiligt. In den nachfolgenden 
Ergebnissen wurde die Wirkung von sCS3 und C4S auf diese Enzyme dargestellt um eine 
Ursache der Reduktion der PGE2 Freisetzung zu ergründen. Der initiale Schritt der PGE2 
Synthese wird durch die cytosolische Phospholipase A2 katalysiert, welche AA von der 
Zellmembran abspaltet. Ihre Regulation erfolgt über die Phosphorylierung an den 
Positionen Ser 505 und Ser 727 durch die MAPK p38 und ERK1/2. Anschließend wirkt 
der Enzymkomplex aus Cyclooxygenase und Hydroperoxidase, die Prostaglandin H 
Synthase. Zur endgültigen Bildung von PGE2 wird die Prostaglanin E Synthase benötigt. 
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt dieser Synthese ist die Cycloxygenasereaktion. 
Weshalb diesem Enzym eine wichtige regulatorische Funktion zugeschrieben wird. 
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 Veränderung der Proteinexpression der PGE2 Enzyme durch 5.5.1
sCS3 und C4S 
Die Bestimmung der Proteinexpression erfolgte mit Hilfe von SDS Page / Western Blot 
Analysen. Die Proben wurden wie unter Kapitel 4.2.1.3 beschrieben behandelt. Es wurden 
die relativen Proteinexpressionsraten der Syntheseenzyme Cox-2, mPGES1, mPGES2 
und cPGES zu unterschiedlichen Zeitpunkten ermittelt. Hier dargestellt sind die repräsen-
tativen Ergebnisse nach 24 bzw. 48 Stunden Inkubationszeit. Der gesamte zeitliche 
Verlauf der Untersuchung von Cox-2 und mPGES1 ist in Anhang A und Anhang B 
dargestellt. Die hier ausgewerteten Ergebnisse stellen die maximalen Expressionswerte 
der untersuchten Proteine über den Versuchszeitraum dar. GAPDH fand bei allen 
Western Blot Analysen als Referenzprotein Verwendung. Vergleichend zu unbehandelten 
hMSC wurden hMSC mit IL-1β, sCS3/IL-1β, C4S/IL-1β und den CS (sCS3 und C4S) allein 
behandelt. Diagramm 5.10 stellt die relative Proteinkonzentration von Cox-2 nach 24 
Stunden Inkubationsdauer dar. Die Ergebnisse der unbehandelten Proben, welche als 
Kontrolle dienten, wurden dem Faktor eins gleichgesetzt (gestrichelte Linie) und die 
Resultate der unterschiedlich behandelten hMSC zu diesen in ein Verhältnis gesetzt 
werden. Dieses Verfahren ist beständig für die nachfolgenden Ergebnisse. 
Es konnte verdeutlicht werden, dass das relative Proteinlevel an Cox-2 nach IL-1β 
Stimulation innerhalb von 24 Stunden um das Dreifache im Vergleich zur Kontrolle 
anstieg. Durch die Zugabe sowohl von sCS3 als auch C4S konnte die gesteigerte Bildung 
des Cox-2 Proteins um 60,1% und 59,5% verringert werden. Dagegen führten sCS3 und 
C4S auf basaler Ebene zu keiner signifikanten Veränderung der Proteinexpression von 
Cox-2. 
Die relative Konzentration des Proteins mPGES1 (Diagramm 5.11) steigerte sich durch 
die Wirkung von IL-1β nach 48 Stunden um das 2,3-fache im Vergleich zu unbehandelten 
hMSC. Proben die mit sCS3 als auch mit C4S behandelt wurden, zeigten keine veränder-
te mPGES1 Konzentration. Unter der Wirkung von IL-1β in Kombination mit dem CS 
sCS3 stieg die mPGES1 Konzentration um das 1,9-fache und durch C4S um das 2,2-
fache an. Ein signifikanter Unterschied zu hMSC die nur mit IL-1β stimuliert wurden, 
konnte nicht ermittelt werden. Es kam zu keiner verringerten basalen Expression von 
mPGES1 durch sCS3 oder C4S im Vergleich zur Kontrolle.  
 













































Diagramm 5.10 Darstellung der relativen Proteinkonzentration von Cox-2 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 24 Stunden. Die Ermittlung 
der Cox-2 Expression erfolgte mit Hilfe von SDS Page / Western Blot Analysen. Als Kon-
trolle dienten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 3 un-
abhängigen Experimenten. Werte *= p<0,05 wurden als statistisch signifikante Unter-














































Diagramm 5.11 Darstellung der relativen Proteinkonzentration von mPGES1 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 48 Stunden. Die Ermittlung 
der mPGES1 Expression erfolgte mit Hilfe von SDS Page / Western Blot Analysen. Als 




Diagramm 5.12 stellt den relativen Proteingehalt des konstitutiv gebildeten Proteins 
mPGES2 (A) und cPGES (B) nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden dar. Die 
Behandlung der hMSC mit dem proinflammatorischen Stimulus IL-1β sowie der Kombina-
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tion mit dem jeweiligen CS beeinflusste die relative Proteinkonzentration von mPGES2 
nicht signifikant. Auch zeigte die Behandlung mit den CS allein keine Veränderung der 
Expression von mPGES2 auf Proteinebene. 
Die relative Proteinkonzentration von cPGES ist in Teilabschnitt B abgebildet. Unter 
Zugabe von IL-1β stieg das Proteinlevel um das 1,2-fache im Vergleich zur Kontrolle. 
Durch die Wirkung der CS sCS3 und C4S veränderte sich die relative cPGES Proteinkon-
zentration nicht. Die Kombination von sCS3 und IL-1β verringerte die relative cPGES 
Konzentration um das 0,4-fache verglichen zu IL-1β. Wohingegen die cPGES Konzentra-



















Diagramm 5.12 Darstellung der relativen Proteinkonzentration von mPGES2 und cPGES 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 48 Stunden. Die Ermittlung 
der mPGES2 und cPGES Expression auf Proteinebene erfolgte mit Hilfe von SDS Page / 
Western Blot Analysen. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind 
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 Veränderung der mRNA Expression der PGE2 Enzyme durch 5.5.2
sCS3 und C4S 
Die quantitative Bestimmung der relativen mRNA Expressionsraten der an der PGE2 
Synthese beteiligten Enzyme erfolgte mit Hilfe der Real-Time PCR Methode. Die Vorbe-
reitung der Proben und die Durchführung des Experimentes ist wie unter Kapitel 4.2.1.3 
und 4.2.11 beschrieben vollzogen worden. Zur Untersuchung der Wirkung des proin-
flammatorischen Stimulus IL-1β mit und ohne Zugabe der CS sCS3 und C4S wurden die 
Zellen entsprechend vorrangegangener Experimente behandelt. Vergleichend sind die 
Expressionsraten nach zwei Stunden und 24 Stunden dargestellt. Als Referenz mRNA 
wurde β-Aktin verwendet. Die verwendeten hMSC stammten von drei unterschiedlichen 
Spendern. 
Nach 24 Stunden wurde das Maximum an gebildeter Cox-2 mRNA nachgewiesen 
(Diagramm 5.13). Die Steigerungsrate der Cox-2 mRNA Konzentration nach IL-1β 
Stimulation im Vergleich zur Kontrolle nach zwei Stunden betrug das 3-fache und nach 24 
Stunden das 49-fache. Sowohl die Behandlung mit sCS3 als auch mit C4S zeigten keine 
signifikanten Veränderungen der basalen Cox-2 mRNA Expression. Nach 24 Stunden war 
die Cox-2 mRNA Expression mit sCS3 und C4S in Kombination mit IL-1β im Vergleich zu 
IL-1β signifikant reduziert. Die Untersuchungen ergaben eine Reduktionsrate mit sCS3 











































Diagramm 5.13 Darstellung der relativen Cox-2 mRNA Expression  
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Nach zwei bzw. 24 Stunden erfolgte die Ermittlung der Cox-2 Expres-
sion auf mRNA Ebene mit Hilfe der semi quantitativen Real Time PCR. Als Kontrolle dien-
ten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen 
Experimenten. Werte ***= p<0,001 und *=p<0,05 wurden als statistisch signifikante Unter-
schiede zwischen IL-1β und IL-1β/sCS3 bzw. C4S behandelten Zellen nach 24 Stunden 
dargestellt. 
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Nach Bestimmung der relativen Cox-1 mRNA Expression konnten keine signifikanten 
Veränderungen durch Zugabe von IL-1β als auch der unterschiedlichen CS beobachtet 
werden (Diagramm 5.14). Innerhalb des Untersuchungszeitraumes von zwei bis 24 
Stunden war ein geringer Anstieg der Basisexpressionsrate zu verzeichnen. Die Kombina-
tion von IL-1β mit C4S bewirkte eine schwache Reduktion der Expression von Cox-1 




































Diagramm 5.14 Darstellung der relativen Cox-1 mRNA Expression  
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Nach zwei bzw. 24 Stunden erfolgte die Ermittlung der Cox-1 Expres-
sion auf mRNA Ebene mit Hilfe der semi quantitativen Real Time PCR. Als Kontrolle dien-
ten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen 
Experimenten.  
 
Diagramm 5.15 stellt die relative mPGES1 Expressionsrate vergleichend nach zwei 
Stunden und 24 Stunden dar. Die Resultate des ersten Messzeitpunktes wiesen auf keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den unterschiedlich stimulierten hMSC hin. Die 
maximale mPGES1 mRNA Expressionsrate wurde nach 24 Stunden unter der Wirkung 
von IL-1β ermittelt. Die Steigerung der Expression betrug im Vergleich zur Kontrolle das 
4,6-fache. Durch Zugabe von sCS3 als auch C4S in Kombination mit IL-1β wurde die 
mPGES1 mRNA Expression signifikant reduziert. Damit konnte eine Reduktionsrate unter 
der Wirkung von sCS3 69,5% und mit C4S 77,8% realisiert werden. 









































Diagramm 5.15 Darstellung der relativen mPGES1 mRNA Expression  
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Nach zwei bzw. 24 Stunden erfolgte die Ermittlung der mPGES1 Ex-
pression auf mRNA Ebene mit Hilfe der semi quantitativen Real Time PCR. Als Kontrolle 
dienten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhän-
gigen Experimenten. Werte ***= p<0,001 wurden als statistisch signifikante Unterschiede 
zwischen IL-1β und IL-1β/sCS3 bzw. C4S behandelten Zellen nach 24 Stunden darge-
stellt.  
 
Wie aus Diagramm 5.16 und Diagramm 5.17 ersichtlich wird, sind sowohl die mPGES2 
und auch die cPGES mRNA Expression keiner Induktion durch die Behandlung mit IL-1β 
unterlegen. Das höher sulfatierte GAG sCS3 führte zu einer Reduktion der Expression 
von mPGES2, allein als auch in Kombination mit IL-1β nach 24 Stunden. Im Vergleich 
dazu erhöhte sich die Expression durch C4S nach zwei Stunden. Nach 24 Stunden war 
die Expression von mPGES2 um ca. 60% reduziert. Die Kombination von C4S und IL-1β 
führte ebenso wie IL-1β/sCS3 zu einer Reduktion der Expression nach 24 Stunden. 
Mögliche Ursachen für die veränderte Expressionsrate des konstitutiv exprimierten 
mPGES2 können in dieser Studie nur postuliert werden. Ein denkbarer Ansatz bietet die 
Destabilisierung und damit eine positiv beeinflusste Degradation der mRNA. 
Die mRNA Expression von cPGES verblieb unter den verschiedenen Untersuchungsopti-
onen auf einem konstanten Niveau. 
 








































Diagramm 5.16 Darstellung der relativen mPGES2 mRNA Expression  
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Nach zwei bzw. 24 Stunden erfolgte die Ermittlung der mPGES2 Ex-
pression auf mRNA Ebene mit Hilfe der semi quantitativen Real Time PCR. Als Kontrolle 







































Diagramm 5.17 Darstellung der relativen cPGES mRNA Expression 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Nach zwei bzw. 24 Stunden erfolgte die Ermittlung der cPGES Ex-
pression auf mRNA Ebene mit Hilfe der semi quantitativen Real Time PCR. Als Kontrolle 
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5.6 Einfluss von sCS3 und C4S auf die Enzyme der MAPK Signal-
kaskade 
Die MAPK p38 und p42/44 sind entscheidende Schnittstellen bei der Regulation der 
Transkription und Biosynthese der an der PGE2 Bildung beteiligten Enzyme. Die Regulati-
on der Cox-2 und mPGES1 mRNA durch p38 sowie von p42/44 erfolgt auf posttranskrip-
tioneller Ebene nach Stimulation mit IL-1β über eine Stabilitätssteigerung des Transkripti-
onsproduktes. Weitergehend werden durch die beiden MAPK die Transkriptionsfaktoren 
in ihrer Aktivität positiv beeinflusst. Der Nachweis der Aktivierung dieser Kinasen liefert 
einen weiteren Beitrag zum Verständnis der Wirkung der Glykosaminoglykane auf die 
Biosynthese von PGE2.  
 Veränderung der relativen Proteinlevel von p38 MAPK und 5.6.1
p42/44 MAPK durch sCS3 und C4S 
Die Bestimmung der Proteinexpression der p38 MAPK und der p42/44 MAPK erfolgte mit 
Hilfe von Western Blot Analysen. Die Proben wurden wie unter Kapitel 4.2.1.3 beschrie-
ben behandelt. Der relative Proteingehalt der MAPK wurde zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten ermittelt (10, 20, 30, 60 Minuten). Die Ergebnisse des gesamten zeitlichen Verlaufes 
sind unter Anhang C und Anhang D einzusehen. 
Hier dargestellt ist das Proteinlevel der am Tyrosin und Threonin phosphorylierten und 
nicht phosphorylierten Form der p42/44 MAPK nach 30 Minuten Inkubationszeit mit den 
jeweiligen GAG und IL-1β. Als Referenzprotein wurde GAPDH verwendet (Diagramm 
5.18). Die Behandlung mit sCS3 zeigte im Vergleich zur Kontrolle keine Veränderung des 
basalen Proteinlevels. Dagegen ist durch C4S die Bildung von phosphorylierten p42/44 
um 42,7% reduziert. Durch den Einfluss von IL-1β steigerte sich die Rate an phosphory-
liertem p42/44 um das 3-fache. Die Addition der CS, sowohl sCS3 als auch C4S, redu-
zierte diese Erhöhung. Dabei verringerte sich die Steigerungsrate an phosphoryliertem 
p42/44 mit sCS3 auf das 1,8-fache und unter Wirkung von C4S auf das 1,5-fache. 















































Diagramm 5.18 Darstellung der relativen Proteinkonzentration von phosphorylierten p42/44 zu gesamt 
ERK 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 30 Minuten. Die Ermittlung 
der p42/44 Expression erfolgte mit Hilfe von SDS Page / Western Blot Analysen. Die er-
mittelten Werte für p42/44 wurden normalisiert zu gesamten Menge ERK (panERK). Als 
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 4 
unabhängigen Experimenten. 
 
Die Ermittlung der relativen Proteinkonzentration der durch Zytokine und Stress aktivier-
baren Kinase p38 erfolgte in einem Zeitintervall von 10 bis 60 Minuten. Hier dargestellt 
sind die Ergebnisse nach 10 und 30 Minuten. Als Referenzprotein wurde GAPDH 
verwendet (Diagramm 5.19). Unter basalen Bedingungen zeigte die Wirkung von sCS3 
nach 10 Minuten keine deutlichen Veränderungen zur Kontrolle und verblieb auch nach 
30 Minuten auf konstantem Niveau. Unbehandelte hMSC zeichneten sich durch eine 
zunehmende Phosphorylierung von p38 im Untersuchungszeitraum aus. Unter der 
Zugabe von C4S verringerte sich das Level an aktivierter p38 um 63% nach 30 Minuten. 
Die maximale Induktion durch IL-1β Zugabe führte zu einer um das 17-fache gesteigerten 
Bildung an phosphorylierter p38 Kinase im Vergleich zur Kontrolle nach 10 Minuten. Nach 
30 Minuten betrug diese das 7-Fache. Durch die Addition von sCS3 zu IL-1β wurde das 
relative Proteinlevel aktivierter p38 signifikant um 56% reduziert. Die reduktive Eigen-
schaft der Kombination von IL-1β und C4S zeichnet sich dagegen durch eine verzögerte 
Wirkung aus. Nach 10 Minuten wurde ein Reduktionsvolumen von 31% erreicht, welches 
sich auf 55% nach 30 Minuten steigerte. 
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Diagramm 5.19 Darstellung der relativen Proteinkonzentration von phosphorylierten p38 zu nicht 
phosphorylierten p38 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 10 und 30 Minuten. Die Er-
mittlung der pp38 Expression erfolgte mit Hilfe von SDS Page / Western Blot Analysen. 
Die ermittelten Werte für pp38 wurden normalisiert zu gesamten Menge an p38. Als Kon-
trolle dienten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 5 un-
abhängigen Experimenten. Werte *= p<0,05 und ***= p<0,001 wurden als statistisch signi-
fikante Unterschiede zwischen IL-1β und IL-1β/sCS3 bzw. C4S behandelten Zellen nach 
10 und 30 Minuten dargestellt. 
 Wirkung von spezifischen Inhibitoren auf die Enzyme der MAPK  5.6.2
Um zu analysieren welche Kinase eine Beteiligung an der Bildung von PGE2 unter dem 
Einfluss von IL-1β hat, wurden spezifische Inhibitoren der jeweiligen Kinasen eingesetzt. 
Zur Inhibition der p38 MAPK wurde SB 203580 verwendet. SB 203580 führte nach 48 
Stunden zu einer 24,7%igen Reduzierung der PGE2 Freisetzung (Diagramm 5.20). Nach 
72 Stunden war die PGE2 Freisetzung um 42,5% signifikant verringert. Nach 96 Stunden 
entsprach die Menge an PGE2 der der Kontrolle sowie mit DMSO. Dabei wurde eine 
Reduktion der PGE2 Freisetzung im Überstand von 73,8% erreicht. 
Zur Inhibition der p42/44 MAPK wurde PD 98059 verwendet. Hier konnte eine signifikante 
Reduktion um 68,2% an PGE2 im Überstand nach 24 Stunden ermittelt werden. Dieser 
Effekt war über die weiteren Messzeitpunkte nicht nachweisbar. Eine Beteiligung von 
p42/44 an der Bildung von PGE2 ist somit nur zu Beginn von Relevanz. Zu späteren 
Messzeitpunkten ist sie zu vernachlässigen.  
Als spezifischer Inhibitor der JNK wurde der JNK Inhibitor verwendet. Hier ergaben sich 
innerhalb der Messzeitpunkte von 48 bis 72 Stunden keine signifikanten Effekte auf die 
Bildung und Freisetzung von PGE2 im Überstand unter der Wirkung von IL-1β. Jedoch 
erhöhte sich die PGE2 Freisetzung nach 24 Stunden um 71.5%. Nach 96 Stunden war die 
PGE2 Freisetzung um 38,5 %reduziert. 






























Diagramm 5.20 Darstellung des gebildeten PGE2 unter der Wirkung der spezifischen MAPK Inhibitoren 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils 30 Minuten mit SB 203580 (1 µM) - p38 
MAPK Inhibitor, PD 98059 (0,1 µM) – p42/44 MAPK Inhibitor und JNK Inhibitor (0,1 µM) 
präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 24, 48, 72 und 96 Stunden. Hier 
dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten. Werte 
*= p<0,05 wurden als statistisch signifikante Unterschiede zwischen IL-1β und IL-1β/SB 
203580 bzw. PD 98059 behandelten Zellen nach 24, 48 und 72 Stunden abgebildet.  
5.7 Einfluss von sCS3 und C4S auf den Transkriptionsfaktor NfκB 
Dem Transkriptionsfaktor NfκB wird eine bedeutende Rolle bei der Bildung proinflamma-
torischer Faktoren und Zytokine, wie auch PGE2, zuteil. Die Regulation und Steuerung 
kann auf vielfältige Weise erfolgen. So sind zahlreiche Moleküle an der Aktivierung und 
Translokation von NfκB in den Nukleus beteiligt. Welchen Einfluss Glykosaminoglykane 
auf die Aktivierung und Translokation haben, sollte in den nachfolgenden Experimenten 
ergründet werden. 
 Proteinlevel 5.7.1
In Diagramm 5.21 ist der Effekt von den Glykosaminoglykanen sCS3 und C4S allein als 
auch in Kombination mit IL-1β auf das verhältnismäßige Proteinlevel von pNfκB zu NfκB 
dargestellt. Der verwendete NfκB Antikörper bindet an die p65 Untereinheit des NfκB 
Proteins. Wohingegen der pNfκB Antikörper gegen das an Serin 536 phosphorylierte 
NfkB-p65 gerichtet ist. Phosphoryliertes NfκB persistiert nach der Translokation in den 
Nukleus für einen längeren Zeitraum an diesem Ort. Aufgrund der veränderten Molekül-
struktur ist ein Rücktransport in das Zytosol erschwert. Somit wird die von NfκB abhängi-
ge Transkription stimuliert. 
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Für den Versuch wurden die hMSC vor Zugabe 30 Minuten mit dem jeweiligen GAG 
präinkubiert. Nach Zugabe von IL-1β betrug die Inkubationsdauer weitere 10 Minuten 
bzw. 20 Minuten. Innerhalb von 10 Minuten stieg der Gehalt an phosphoryliertem NfκB 
unter Wirkung von IL-1β um das 10,8-fache im Vergleich zu unbehandelten hMSC. Nach 
20 Minuten verringerte sich das Verhältnis an pNfκB zu NfκB um 32%. Die Kombination 
von sCS3 und IL-1β steigerte die Menge an phosphoryliertem NfκB nach 10 Minuten 
Inkubationsdauer im Vergleich zu IL-1β nur auf das 8,9-fache. In Addition mit C4S wurde 
pNfκB um das 7,9-fache vermehrt gebildet. Der Unterschied des relativen Proteingehaltes 
unter der Wirkung von IL-1β und der Kombination von IL-1β mit C4S war signifikant. 
Ebenso konnte nach 20 Minuten Behandlungsdauer eine signifikante Verringerung des 
relativen Proteingehaltes von pNfκB zu NfκB um 47%, unter IL-1β/sCS3 Wirkung, bzw. 
55%, mit IL-1β/C4S, aufgezeigt werden. 



























Diagramm 5.21 Darstellung des relativen Proteinlevel an phosphorylierten NfκB zu NfκB 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 oder C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 10 und 20 Minuten. Die Er-
mittlung der pNfκB Expression erfolgte mit Hilfe von SDS Page / Western Blot Analysen. 
Die ermittelten Werte für pNfκB wurden normalisiert zu gesamten Menge an NfκB. Als 
Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 4 
unabhängigen Experimenten. Werte *= p<0,05 und **= p<0,01 wurden als statistisch signi-
fikant Unterschiede zwischen IL-1β und IL-1β/sCS3 bzw. C4S behandelten Zellen nach 10 
und 20 Minuten abgebildet.  
 Fraktionierte Zelllyse 5.7.2
Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NfκB führt durch die Abspaltung des Inhibitors 
IκB zur Präsentation der Kernlokalisierungssequenz (NLS) im C-Terminus der p65 
Untereinheit. Durch die Exposition der NLS wird die Translokation von NfκB in den 
Zellkern durch die Kernporen ermöglicht. Anhand der Messung des relativen Proteingeh-
altes an NfκB in der Zytosolfraktion und Kernfraktion, lässt sich ein Rückschluss auf die 
Translokation der Transkriptionsfaktors und dessen Aktivierung ziehen. 
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Diagramm 5.22 stellt einen Anstieg von phosphorylierten NfκB nach 10 Minuten im 
Zytosol unter Wirkung von IL-1β um das 9,4 -fache dar. Ebenso stieg der Gehalt an p-
NfκB durch die Behandlung mit IL-1β in Kombination mit sCS3. Jedoch fiel dieser Anstieg 
wie auch im Kapitel 5.7.1 beschrieben geringer aus. Vergleichend zur zytosolischen 
Fraktion konnte in der nukleären Fraktion nach 10 Minuten kein Anstieg an p-NfκB 
nachgewiesen werden. Erst nach 20 Minuten Inkubationszeit führte die Behandlung mit 
IL-1β zu einem 4,7– fachen Zuwachs an p-NfκB vergleichend zu unbehandelten hMSC. 
Durch die Kombination von sCS3 und IL-1β verringerte sich dieser Anstieg um 56%. 
Dagegen zeigten sich in der zytosolischen Fraktion nach 20 Minuten keine signifikanten 
Unterschiede zwischen IL-1β und sCS3/IL-1β behandelten Proben. 



























Diagramm 5.22 Darstellung des relativen Proteingehaltes von phospho NfκB zu NfκB nach fraktionierter 
Zelllyse.  
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 (200 µg/ml) 
präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 10 und 20 Minuten. Die Ermittlung 
der pNfκB Expression in den unterschiedlichen Zellfraktionen erfolgte mit Hilfe von SDS 
Page / Western Blot Analysen. Die ermittelten Werte für pNfκB wurden normalisiert zur 
gesamten Menge an NfκB. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen. Hier dargestellt sind 
die Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten. Werte ***= p<0,001 wurden als 
statistische Unterschiede zwischen IL-1β und IL-1β/sCS3 behandelten Zellen nach 10 und 
20 Minuten abgebildet.  
 Aktivität des Transkriptionsfaktors NfκB 5.7.3
Der Nachweis der Aktivität ist ein entscheidender Punkt um die Auswirkungen von 
Glykosaminoglykanen auf die Funktionalität des Transkriptionsfaktors NfκB zu überprü-
fen. In diesem Experiment wurden wie zuvor hMSC von 3 unterschiedlichen Probanden 
mit den Glykosaminoglykanen sCS3 und C4S behandelt. Nach einer 30 minütigen 
Inkubationsdauer wurde das Experiment abgestoppt und die Proben wie unter Kapitel 
4.2.13.1 weiter verarbeitet. Der Nachweis der aktivierten Form von NfκB erfolgte durch die 
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spezifische Bindung der p65 Untereinheit an das immobilisierte Oligonukleotid. Der 
primäre Antikörper erkennt durch die Abspaltung von IκB ein exponiertes Epitop an dieser 
Untereinheit. 
Die Ergebnisse zeigten einen Anstieg von aktivierten NfκB unter dem Einfluss von IL-1β 
um das 5,8- fache im Vergleich zur Kontrolle. Die Addition von sCS3 verringerte diesen 
Anstieg signifikant um 25%. Unter dem Zusatz von C4S zeigte sich eine Reduzierung um 
9%. Die Wirkung der Glykosaminoglykane ohne Beteiligung von IL-1β war vergleichbar 











































Diagramm 5.23 Darstellung der NfκB p65 Aktivierung 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 und C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 30 Minuten. Die Ermittlung 
der der Optischen Dichte (OD) erfolgte bei 450 nm. Als Kontrolle dienten unbehandelte 
Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten. 
Werte **= p<0,01 wurden als statistische Unterschiede zwischen IL-1β und IL-1β/sCS3 
behandelten abgebildet.  
 Immunfluoreszenz 5.7.4
Die Vorbereitung der hMSC erfolgte wie unter Kapitel 4.2.13.4 beschrieben. Die Zellen 
wurden über einen Zeitraum von 10, 20, 30 und 60 Minuten mit IL-1β bzw. sCS3 behan-
delt. Anschließend wurden die Proben mit einem primären p-NfκB Antikörper inkubiert. Mit 
diesem Versuch sollte der Transport von p-NfκB in den Nukleus unter den verschiedenen 
Versuchsbedingungen aufgezeigt werden. Der Nachweis des primären Antikörpers 
erfolgte durch Zugabe von Alexa Fluor® 568 anti rabbit IgG (rot). Der Nukleus wurde 
durch den interkalierenden DNA Farbstoff DAPI gefärbt (blau). Die visuelle Auswertung 
erfolgte am Fluoreszenzmikroskop Axiovert. Die Daten wurden mit der Axio Vision 
Software aufgearbeitet und ausgewertet. Die Fluoreszenzaufnahmen sind in einer 
Vergrößerung von 40x dargestellt. 
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In der Abbildung 5.1 sind die Kontrolle (Bild A und B) sowie die mit sCS3 behandelten 
Zellen exemplarisch dargestellt (Bild C und D). Bild A und C zeigen dabei jeweils die 
Proben nach 30 minütiger Behandlung und Bild B und D die Proben nach 60 minütiger 
Inkubationsdauer. Es war festzustellen, dass sowohl bei unbehandelten hMSC als auch 
bei den mit sCS3 behandelten Zellen kein verstärktes Fluoreszenzsignal für den Nach-
weis von p-NfκB nach 30 und 60 Minuten vorhanden war. 
 
Abbildung 5.1 Immunfluoreszenzfärbung von hMSC – Translokation von pNfκB in den Nukleus  
(CTRL, sCS3) 
 Inkubationszeit: 30, 60 Minuten; Glykosaminoglykan: sCS3; blau - DAPI Färbung 
(Zellkern) λEM=461 nm; rot - pNfκB Färbung, sek. AB Alexa Fluor® 568 anti rabbit IgG, 
λEM=603 nm; Vergrößerung 40x 
 A: CTRL nach 30 Minuten       
 B: CTRL nach 60 Minuten  
 C: sCS3 nach 30 Minuten 
 D: sCS3 nach 60 Minuten 
 
Im Vergleich zu der vorrangegangenen Auswertung zeigt die Abbildung 5.2 mit IL-1β und 
sCS3/IL-1β behandelte hMSC über denselben Zeitraum. Bild E und F stellen mit IL-1β 
behandelte Proben nach 30 und 60 Minuten dar. Nach 30 Minuten war im Vergleich zur 
unbehandelten Kontrollgruppe als auch mit sCS3 behandelten Zellen ein deutlich 
verstärktes Fluoreszenzsignal von p-NfκB nachweisbar. Das Signal beschränkte sich 
hauptsächlich auf die angrenzende Umgebung des Nukleus. Im weiteren Verlauf des 
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Experimentes konnte eine Translokation von p-NfκB nach 60 Minuten in den Zellkern 
aufgezeigt werden (Bild F). Die Proben welche mit sCS3 und IL-1β in Kombination 
behandelt wurden, zeigten diese Translokation nicht in dem Maß. Nach 30 Minuten 
konnte hier eine verstärktes Fluoreszenzsignal an NfκB im Zytoplasma beobachtet 
werden. Die Verteilung war im Gegensatz zu nur mit IL-1β behandelten Zellen bis zur 
Zytoplasmamembran ausgeweitet. Das Signal verstärkte sich nach 60 Minuten und eine 
Verdichtung um den Zellkern war nachweisbar. Es war ein Signal sowohl im Zellkern als 
auch im Zytoplasma nachweisbar. Die abschließende Bearbeitung der Aufnahmen 
erfolgte mit dem Bildbearbeitungsprogramm Irfan View Version 4.38. Dadurch war es 
möglich gezielt Unterschiede zwischen den einzelnen Proben heraus zuarbeiten. Resü-
mierend ist festzuhalten, dass durch die Anwesenheit von hochsulfatierten sCS3 eine 
Translokation des Transkriptionsfaktors NfκB in den Zellkern verhindert werden konnte. 
Durch die Fluoreszenzfärbung des Strukturproteins Aktin wurde eine strukturelle Verände-
rung des Zytoskeletts ausgeschlossen. Die Fluoreszenzaufnahmen sind unter Anhang E 
dargestellt. 




Abbildung 5.2 Immunfluoreszenzfärbung von hMSC – Translokation von pNfκB in den Nukleus  
(IL-1β, IL-1β/sCS3) 
 Inkubationszeit: 30, 60 Minuten; Stimulanz: IL-1β; Glykosaminoglykan: sCS3; blau - DAPI 
Färbung (Zellkern) λEM=461 nm; rot - pNfκB Färbung, sek. AB Alexa Fluor® 568 anti rabbit 
IgG, λEM=603 nm; Vergrößerung 40x 
 E: IL-1β nach 30 Minuten  
 F: IL-1β nach 60 Minuten  
 G: IL-1β/sCS3 nach 30 Minuten 
 H: IL-1β/sCS3 nach 60 Minuten 
5.8 Einfluss von GAG auf den Transkriptionsfaktor CREB 
In der Promotorregion des Cox-2 Gens befindet sich neben einer NfκB Bindestelle auch 
eine CRE Bindestelle für den Transkriptionsfaktor CREB. Dieses Experiment diente zum 
Nachweis der Aktivierung von CREB durch die Wirkung von IL-1β in hMSC. Darüber 
hinaus sollte der Einfluss von sCS3 und C4S analysiert werden. Es wurden wie zuvor 
hMSC von 3 unterschiedlichen Probanden mit den Glykosaminoglykanen behandelt. Die 
Proben wurden wie unter Kapitel 4.2.13.2 beschrieben bearbeitet. Dabei bindet aktiviertes 
am Ser 133 phosphoryliertes pCREB an eine spezifische immobilisierte Oligonukleotidse-
quenz. Die hier dargestellte Probennahme erfolgte nach 10 Minuten. Es wurden Zellen 
von drei unterschiedlichen Spendern verwendet. 
Das Ergebnis in Diagramm 5.24 verdeutlicht einen erhöhten Gehalt an pCREB unter der 
Wirkung von IL-1β im Vergleich zu unbehandelten hMSC. Durch die Zugabe von sCS3 
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konnte dieser Effekt signifikant reduziert werden. Dieses Ereignis konnte durch den 
Einsatz von C4S in Kombination mit IL-1β nicht bestätigt werden. In Abwesenheit von IL-








































Diagramm 5.24 Darstellung der pCREB Aktivierung 
 Die Zellen wurden vor Zugabe von IL-1β jeweils zwei Stunden mit sCS3 und C4S (200 
µg/ml) präinkubiert. Die anschließende Versuchsdauer betrug 10 Minuten. Die Ermittlung 
der der Optischen Dichte (OD) erfolgte bei 450 nm. Als Kontrolle dienten unbehandelte 
Zellen. Hier dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM aus 3 unabhängigen Experimenten. 
Werte **= p<0,01 wurden als statistische Unterschiede zwischen IL-1β und IL-1β/sCS3 
behandelten abgebildet.  
 




6.1 Welchen Einfluss haben Glykosaminoglykane auf die Kapazität 
der PGE2 Freisetzung in hMSC? 
Die Hauptvertreter der Prostaglandinproduzenten im Knochengewebe sind Osteoblasten. 
Die inhibierende Wirkung von Chondroitinsulfat und anderen Glykosaminoglykanen auf 
die Synthese von PGE2 und daran beteiligter Enzyme wurde in Chondrozyten und 
Osteoblasten belegt (Legendre et al., 2008; Iovu et al., 2008; Kunze et al., 2010; Vallieres 
und du Souich, 2010). Mesenchymale Stromazellen, als Vorläufer der Osteoblasten, 
sezernieren ebenso entscheidende Mengen an PGE2. Bisher wurde die Wirkung von 
Chondroitinsulfat und anderer Glykosaminoglykane auf die Bildung von PGE2 in hMSC 
nicht detailliert auf molekularer Ebene beschrieben.  
Es gilt ein Verständnis für die immunmodulatorische Funktion von PGE2 im Knochen im 
Zusammenhang mit akuten als auch chronischen entzündlichen Prozessen, die bei 
Knochentransplantationen von Bedeutung sind, zu generieren. Eine extensive inflamma-
torische Situation führt zu einer konstanten Migration inflammatorischer Zellen in das 
Gewebe, die Differenzierung von Osteoblasten wird verringert und somit die Synthese von 
ECM. Um eine schnellere und komplikationsfreie Heilung von Knochendefekten zu 
gewehrleisten, gibt es derzeit zwei favorisierte Ansätze. Der Erste zielt auf die Beeinflus-
sung der molekularen Signaltransduktionswege zur zahlenmäßigen Erhöhung der 
Osteoblasten ab. Dabei kommt es zu einer Manipulation des MAPK Signalweges bezie-
hungsweise des Parathormons. Die zweite Variante beruht auf der Kombination von 
hMSC mit Biomaterialien. Dabei werden die immunsupprimierenden Eigenschaften der 
hMSC und gleichzeitig die resorbierbaren Eigenschaften der verwendeten Biomaterialien 
genutzt. Ferner werden in die Biomaterialien proosteogene Faktoren wie Wachstumsfak-
toren oder Glykosaminoglykane mit eingebracht. (Deschaseaux et al., 2009) 
Gerade die Beeinflussung der Synthese von PGE2 in frühen Stadien vor Beginn der 
Knochenneubildung von hMSC ist ein entscheidender Zeitpunkt um eventuelle Komplika-
tionen wie Knochenverlust oder fehlerhafte Einheilungsprozesse zu vermeiden. Die 
Wirkung von PGE2 als Gewebshormon beruht auf der Beteiligung an Entzündungsprozes-
sen und Schmerzverarbeitungsprozessen. Dabei kann die Bildung von PGE2 durch 
exogene Stimuli induziert bzw. moduliert werden. Glykosaminoglykane sind als potente 
Inhibitoren der PGE2 Synthese bekannt. Insbesondere Chondroitinsulfat gilt als besonders 
vielversprechend. Die inhibitorische Wirkung von hochsulfatierten GAG in artifiziellen 
extrazellulären Matrices auf die PGE2 Bildung wurde in hMSC bewiesen (Hempel et al., 
2014). Es konnte ein Zusammenhang zwischen Sulfatierungsgrad des GAG und der 
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Beeinflussung der PGE2 Biosynthese verdeutlicht werden. Aus diesem Grund wurde in 
dieser Arbeit die Wirkung von C4S und den hochsulfatierten GAG sCS3 und HyaS3 
verglichen. Unter basalen Bedingungen produzieren hMSC nur eine geringe Menge an 
PGE2. Hierbei konnte kein Einfluss der verwendeten GAG aufgezeigt werden. Die 
exogene Zugabe des Zwischenmetaboliten Arachidonsäure der PGE2 Biosynthese 
induzierte eine sofortige PGE2 Freisetzung. Arachidonsäure wird durch die cPLA2 aus in 
der Plasmamembran verankerten Glyzerophospholipiden freigesetzt und in der weiter 
fortlaufenden Synthese über mehrere Schritte zu PGE2 umgewandelt. Die Zugabe der 
hochsulfatierten GAG, sCS3 und HyaS3 führte im Gegensatz zu C4S zu einer gesteiger-
ten PGE2 Bildung nach einer Stunde Inkubationszeit. Diese Tendenz kehrte sich zu 
späteren Zeitpunkten um und führte unter Wirkung von sCS3 zu einer Reduzierung der 
PGE2 Freisetzung. Die verspätete inhibitorische Wirkung des hochsulfatierten GAG sCS3 
lässt vermuten, dass eine Regulation über die Beeinflussung der beteiligten Enzyme der 
PGE2 Synthese erfolgt. Die frühzeitige Steigerung der PGE2 Bildung in Kombination mit 
der Applikation von AA kann durch einen Effekt auf den zellulären Import von AA durch 
spezielle Transporter durch die Zellmembran begründet sein. Dies spricht für eine 
außerzelluläre Wirkung von GAG. Dabei hat die verstärkte ionische Ladung der hochsul-
fatierten GAG einen positiven Einfluss auf die Transportfunktion. Für eine veränderte 
Enzymregulation spricht des Weiteren die veränderte PGE2 Freisetzung nach proin-
flammatorischer Induktion mit IL-1β und Applikation der jeweiligen GAG. Die PGE2 
Synthese ließ sich durch Zugabe von IL-1β in hMSC induzieren. Dies wurde zuvor in 
Chondrozyten, Osteoblasten und hMSC beschrieben (Legendre et al., 2008; Kunze et al., 
2010; Hempel et al., 2014). Insbesondere das hochsulfatierte sCS3 führte zu einer 
Reduktion des freigesetzten PGE2 nach 24 Stunden. Dagegen zeigte sich eine verzögerte 
Reaktion des nativen C4S. Eine Begründung kann eine erhöhte Attraktion und Bindungs-
affinität von IL-1β an das hochsulfatierte sCS3 sein. Die verstärkte negative Ladung des 
sCS3 zieht neben Kationen aus der Umgebung auch Zytokine und weitere Botenstoffe an. 
Somit kommt es zu einer höheren Konzentration der Zytokine, in diesem Fall IL-1β, an der 
Zellmembran und in der Nähe des IL-1 Rezeptors. Die Verzögerung der Wirkung von C4S 
auf die gesteigerte PGE2 Freisetzung ist möglicherweise begründet durch eine geringere 
Affinität von IL-1β und damit einer retardierten Bindung von IL-1β am Rezeptor und deren 
nachfolgender Signaltransduktionsweiterleitung. In vorangegangen Studien wurde die 
Bindung von Hyaluronsäure an den CD44 Rezeptor und dessen Bedeutung bei der 
Wirkung von Hyaluronsäure bewiesen (Ponta et al., 2003; Gunawardena, 2003; Mitsui et 
al., 2007; Ruffel et al., 2011). Die Existenz dieses Rezeptors lässt die Vermutung zu, dass 
die Wirkung von Chondroitinsulfat ebenfalls rezeptorgesteuert abläuft. Die antioxidativen 
Eigenschaften können einen entscheidenden Einfluss auf den redox- sensitiven Ablauf 
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der Signaltransduktion ausüben. Bisher gibt es dafür keinen experimentellen Beweis. In 
weitergehenden Versuchen an Phospholipidmembranmodellen konnte gezeigt werden, 
dass GAG einen Effekt auf die Bewegung von Lipiden innerhalb der Membran haben. So 
kann eine Signalweiterleitung und Beeinflussung von Enzymen begründet sein (Sahoo 
und Schwille, 2013).  
6.2 Welche Wirkung haben sCS3 und C4S auf die Enzyme der PGE2 
Synthese? 
Wichtige Schnittstellen bei der Synthese von PGE2 sind die Enzyme Cox-2 und mPGES-
1. Durch die Wirkung proinflammatorische Zytokine wie IL-1ß ist es möglich eine Induktion 
und somit Steigerung der Expressionsrate zu verzeichnen (Chan et al., 2005; Jomphe et 
al., 2007; du Souich et al., 2009; Pecchi et al., 2011). So wurde in dieser Arbeit durch die 
Zugabe von 10 ng/µl IL-1ß zu hMSC nach 24 Stunden ein dreifacher Anstieg an Cox-2 
Protein im Überstand im Vergleich zur Kontrolle ermittelt. Auf vergleichbarem Niveau lag 
die Induktion von mPGES1. Hier belief sich die Steigerungsrate nach 48 Stunden 
Inkubationsdauer auf dem 2,3 Fachen. Beide Enzyme werden in der Literatur als Schlüs-
selenzyme für die Entwicklung spezifischer Inhibitoren diskutiert. Nicht auch zuletzt vor 
dem Hintergrund der stetig wachsenden Zahl chronischer Erkrankungen welche einher-
gehen mit persistierenden entzündlichen Prozessen. Natürlich vorkommende PGE2 
Inhibitoren mit antiinflammatorischer Wirkung sind seit den 70er Jahren Gegenstand 
intensiver Forschungsunternehmungen, noch bevor 1991 das Enzym Cyclooxygenase 
endeckt wurde (Flower und Vane, 1974; Xie et al., 1991). Chondroitinsulfat ist das am 
häufigsten vorkommende GAG im Knochen (Vejlens, 1971; Prince und Navia, 1983; 
Catini und Gheri, 1990; Mania et al., 2009). Der Effekt der unterschiedlich sulfatierten 
GAG, sCS3 und C4S, auf die induzierbaren Enzyme Cox-2 und mPGES1 waren nicht 
vergleichbar. So konnte nur eine reduzierte Proteinmenge und ein reduziertes mRNA 
Level von Cox-2 nachgewiesen werden. Dagegen übten die GAG keine Wirkung auf die 
induzierte Proteinmenge von mPGES1 aus. Hier zeigte sich ausschließlich eine reduktive 
Wirkung auf mRNA Ebene, mit vergleichbarer Tendenz der untersuchten GAG. Die nicht 
induzierbaren Enzyme Cox-1, mPGES2 und cPGES wurden durch die Zugabe von IL-1β 
nicht beeinflusst. Die basale Expression konnte teilweise unter Wirkung der GAG verrin-
gert werden. Der molekulare Wirkmechanismus kann an dieser Stelle nur postuliert 
werden und gilt in weiteren Untersuchungen zu überprüfen. Eine Einflussgröße ist 
möglicherweise die Wirkung der GAG auf die an der mRNA Stabilität beteiligten Faktoren 
(Lasa et al., 2000). Die Cox-2 mRNA besitzt ein sogenanntes AU-reiches Element (ARE). 
Diese Sequenz ermöglicht es RNA-bindenden Proteinen die Stabilität der mRNA zu 
verändern. Die p38 MAPK steht im Verdacht die Aktivität solcher Proteine zu regulieren 
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und somit posttranskriptionell die Protein Expression zu kontrollieren. So führte die 
Inhibition der p38 MAPK zu einer schnelleren Destabilisierung der mRNA, wohingegen die 
RNA Expression nur geringfügig beeinflusst wurde. (Klein et al., 2007) 
Angriffspunkte der GAG auf molekularer Ebene können vielfältig sein. Neben der erwähn-
ten Beeinflussung der posttranskriptionellen Stabilität von mRNA durch die veränderte 
Aktivität von MAPK, ist auch eine Wirkung auf die beteiligten Transkriptionsfaktoren 
denkbar. Cox-2 ist das Geschwindigkeit bestimmende Enzym bei der Bildung von PGE2. 
Die Regulation dieses Enzyms bietet einen attraktiven Angriffspunkt um inflammatorische 
Prozesse durch die Regulation der Bildung von PGE2 zu beeinflussen. Unabhängig von 
der Spezies der Zellen besitzt die Promotorregion des cox-2 Gens Bindestellen für 
Transkriptionsfaktoren von NfκB, NF-IL6, C/EBP, PEA3, NFAT, CRE, AP-2 und SP-1 
(Chun und Surh, 2004, Klein et al., 2007). 
Die Aktivierung des Cox-2 Promotors ist abhängig vom Zelltyp und den beteiligten 
Mediatoren. So ist unter Wirkung von IL-1β, NfκB der entscheidende Transkriptionsfaktor. 
Zum Teil ist auch eine Kombination verschiedener Transkriptionsfaktoren als Aktivie-
rungskomplex denkbar und bietet weitreichende Facetten der Regulationsmöglichkeiten 
(Vaillancourt et al., 2007). In humanen Endothelzellen führte eine CRE-Mutation nach IL-
1β Stimulation zu einer verringerten Cox-2 Expression (Schroer et al., 2002). Dabei spielt 
die Aktivierung des Transkriptionsfaktors CREB über p42/44 MAPK eine entscheidende 
Rolle. Die Aktivierung von Cox-2 über CREB wurde ebenso in HMEC-1 Zellen und 
humanen endometrialen Stromazellen bewiesen (Kirtikara et al., 2000; Wu et al., 2005). In 
dieser Studie verstärkte sich die CREB Aktivität um den Faktor 1,3. Im Vergleich zur 
Aktivierung von NfκB um den Faktor 5,8 aus diesem Grund spielt CREB in hMSC nach 
Stimulation mit IL-1β eine untergeordnete Rolle. Durch bereits bestehende Studien wird 
vermutet, dass die Aktivierung von NfκB neben dem klassischen Weg auch über MAPK 
beeinflussbar ist. So kann es über p38 Aktivierung zu einer Phosphorylierung von MSK-1 
(mitogen- and stress-activated protein kinase-1) kommen. Diese Kinase wiederum ist an 
der Phosphorylierung von p65 (NfκB) beteiligt. Neben p65 als Angriffspunkt der Wirkung 
von MAPK werden auch der Koaktivator CBP/p300 und Untereinheiten der RNA Poly-
merase II diskutiert. In dieser Arbeit konnte durch die Inhibition der MAPK p38 eine 
Reduktion an gebildeten und freigesetzten PGE2 erreicht werden. Inwieweit dadurch eine 
Aktivierung des NfκB Komplexes oder anderer Transkriptionsfaktoren beeinflusst wurde, 
muss noch näher ergründet werden. Generell erfolgte durch IL-1β Stimulation eine 
gesteigerte Aktivierung der p38 MAPK, dieses fiel bei der p42/44 MAPK geringer aus. 
Sowohl sCS3 als auch C4S reduzierten die Aktivität der beiden MAPK. Eine schnellere 
Wirkung konnte durch Verwendung von sCS3 erreicht werden. Wohingegen die Wirkung 
von C4S verzögert eintrat. Dieser Effekt wurde ebenso in neuronalen Zellen als auch 
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Chondrozyten und Osteoblasten beobachtet (de-Saavedra et al., 2011; Jomphe, 2008). 
Grundlegend lässt sich schlussfolgern, dass die PGE2 Bildung in hMSC abhängig von p38 
MAPK Weg ist. Die Wirkung der Chondroitinsulfate beruht hauptsächlich auf der Beein-
flussung der Aktivität von p38 MAPK.  
NfκB stellte sich als entscheidender Transkriptionsfaktor in hMSC bei der Bildung von 
PGE2 heraus. Durch IL-1β Stimulation konnte die Aktivität gesteigert werden (Trans AM, 
p-NfκB). Einfach sulfatierte CS zeigten einen größeren inhibitorische Effekt. Um eine 
Beeinflussung des zellulären Transportes von NfκB in den Nukleus aufzuzeigen, wurde 
eine fraktionierte Zelllyse durchgeführt. Es konnte eindeutig dargestellt werden, dass der 
nukleäre Transport durch sCS3 verringert ist. Somit kann festgehalten werden, dass 
durch die Wirkung von CS sowohl die Aktivität durch verringerte Phosphorylierung von 
NfκB als auch der Transport in den Zellkern negativ beeinflusst wird. Dadurch ist folglich 
die Transkription inflammatorischer Gene reduziert, in diesem Fall von Cox-2, und 
nachfolgend die Bildung von PGE2. Der potentielle Wirkmechanismus von Chondroitinsul-
fat wird anhand der Abbildung verdeutlicht. 
 
Abbildung 6.1 Einfluss von Chondroitinsulfat auf die Synthese von Prostaglandin E2 
 Die Wirkung von CS außerhalb der Zelle kann nicht zweifelsfrei belegt werden. CS führt zu 
einer Reduktion von PGE2. Das Levels an pp38, sowie pNfκB ist reduziert. Zudem ist die 
Translokation von NfκB in den Nukleus verringert. Daraus resultierend ist das mRNA Level 
von mPGES1 und Cox-2 reduziert, ebenso wie Cox-2 Protein.  
Die Wirkung der unterschiedlich sulfatierten CS in hMSC scheint unabhängig von ihrem 
Sulfatierungsgrad zu sein. Dennoch bleibt die Frage im Raum stehen, ob die CS rezep-
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torgesteuert ihre Wirkung auf die MAPK Signaltransduktionswege ausüben oder über 
Rezeptoren internalisiert werden. 
Die Möglichkeit über natürliche Inhibitoren wie CS eine anhaltende inflammatorische 
Reaktion abzuschwächen und damit die Einheilung von Transplantaten im Knochenbe-
reich zu erleichtern, bietet einen attraktiven und innovativen Ansatz. Mit dieser Arbeit 
wurde ein Teil zum Verständnis der molekularen Abläufe beigetragen. 
6.3 Ausblick 
Die Verwendung von Knochenersatzmaterialien ist in der heutigen Medizin ein fester 
Bestandteil. Als Goldstandard wird nach wie vor autogenes Knochenmaterial angesehen. 
Doch ein wesentlicher Nachteil dieser Methode ist ein notwendiger Zweiteingriff mit einer 
erhöhten Infektionsgefahr. Genau dieser Aspekt rückt die Erforschung von artifiziellen 
Knochenersatzmaterialen in den Fokus der Material- und Biowissenschaftler. Durch deren 
Einsatz kann ein Zweiteingriff mit den bestehenden Risiken vermieden werden. Ein 
Nachteil dieser Materialien ist deren meist fehlende Osteoinduktivität, welche gezielt 
durch spezielle Oberflächenbeschichtungen erreicht werden soll. Erste positive Ergebnis-
se bei der Einheilung von Implantaten nach Knochendefekten konnten durch die Be-
schichtung mit CS erreicht werden. Die beschichteten Implantate förderten gezielt die 
neue Knochenbildung nach der Transplantation. Dabei wurden Polycaprolacton-co-lactide 
Scaffolds verwendet. Die Beschichtung der Implantate bestand aus Kollagen I und 
Chondroitinsulfat. Als Testorganismen dienten Kaninchen (Calvaria), Ratten (Femur) und 
Schaf (Tibia). (Rentsch et al., 2010), (Rentsch et al., 2012), (Rentsch et al., 2014 a), 
(Rentsch et al., 2014 b) 
Seit mehreren Jahrzehnten beschäftigen sich Forscher unterschiedlichster Fachrichtun-
gen mit verschiedensten Knochenersatzmaterialien. So wurde vor etwa 40 Jahren 
sogenanntes „Bioglas“ entwickelt, welches die Knochenmineralisierung stimuliert, ähnlich 
zu autogenen Knochenmaterialien. Doch durch die vermehrte Migration von Partikeln des 
Materials, kommt es in Folge dessen zu inflammatorischen Reaktionen im umgebenden 
Gewebe. Die Adhäsion von Chondroitinsulfat führte zu einer verringerten Migration der 
Partikel und förderte durch die ausbleibende Entzündung die Knochenheilung. (Yang et 
al., 2015) 
Allen diesen Forschungsunternehmungen ist es gemein eine möglichst natürliche 
Umgebung für Osteoklasten, Osteoblasten und mesenchymalen Stromazellen zu 
schaffen. Durch die Beschichtung von Titanimplantaten mit RGD-Peptiden, Hydroxylapa-
tid, Kollagen I und Chondroitinsulfat sollen diese Bedingungen erreicht werden. Chondroit-
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insulfat scheint einen positiven Effekt auf die Einheilungsprozesse zu haben. Dessen 
antiinflammatorischer Effekt spielt hierbei eine entscheidende Rolle. (Förster et al., 2012) 




Diese Arbeit verdeutlicht die Wirkung von Chondroitinsulfat auf die Synthese von Prostag-
landin E2 in humanen mesenchymalen Stromazellen in Abhängigkeit ihres Sulfatierungs-
grades. MSC zeichnen sich durch ihre antiinflammatorischen Eigenschaften aus und 
haben damit einen modulierenden Effekt auf Wundheilungsprozesse. Als Vorläuferzellen 
von Osteoblasten sind sie direkt an der Knochenneubildung beteiligt. Eine persistierende 
Entzündung hat eine kontinuierliche Freisetzung von Zytokinen, wie IL-1β zur Folge. Es 
konnte gezeigt werden, dass IL-1β in hMSC zu einer Freisetzung von PGE2 führt. Unter 
kurzzeitiger Wirkung stimuliert PGE2 die Knochenneubildung. Eine langanhaltende 
Präsenz leitet dagegen die Bildung des Faktors RANKL, einen die Osteoklastogenese 
stimulierenden Faktor, ein. Seit langem ist der positive Effekt von Chondroitinsulfat in 
chronischen Entzündungsprozessen, wie Rheumatoider Arthritis, bekannt. Zudem werden 
sie in aktuellen Studien als Beschichtungsbestandteile von Knochenimplantaten verwen-
det. Sie führten hier zu einer besseren Bioinduktivität und Biokonduktivität. Bisher ist 
dennoch der molekulare Wirkmechanismus nicht genau beschrieben. Die Schwierigkeit 
besteht darin, dass die molekularen Signalkaskaden für die einzelnen Kulturmoldelle 
Unterschiede aufweisen und kein ubiquitärer Mechanismus dargestellt wird. 
In hMSC führte die Stimulation mit IL-1β unter vorheriger Zugabe von Chondroitinsulfat zu 
einer Reduktion der PGE2 Freisetzung. Der Effekt des hochsulfatierten sCS3 war 
gegenüber dem nativen C4S verstärkt. Die reduzierende Wirkung von C4S setzte 
verzögert ein. Es ist bereits bekannt, dass die negative Ladung der CS zu einer Bindung 
von Zytokinen führt. Dadurch wird eventuell die Konzentration der Zytokine, wie IL-1β im 
Bereich der Zellrezeptoren erniedrigt und führt zu einer verringerten Stimulation der Zelle. 
Denkbar ist auch die Beeinflussung der intrazellulären Signaltransduktionskaskade durch 
die Bindung der CS an einen speziellen, bisher unbekannten, Membranrezeptor. Die 
entscheidenden Enzyme der PGE2 Synthese sind die Cyclooxygenase-2 (Cox-2) und die 
mikrosomale Prostaglandin E Synthase 1 (mPGES1). Die mRNA beider Enzyme war 
unabhängig vom Sulfatierungsgrad der CS reduziert. Dieser Effekt konnte auf Protein-
ebene nicht belegt werden. Die produzierte Proteinmenge an mPGES1 wird durch IL-1β 
induziert, bleibt aber auch durch Zugabe von CS unverändert. Somit kann von einer 
erhöhten Translationseffizient und mRNA Stabilität der mPGES1 RNA ausgegangen 
werden. MAPK Kinasen sind entscheidende Schnittstellen bei der Regulation der mRNA 
Stabilität als auch der Aktivität von Transkriptionsfaktoren. In dieser Studie konnte die 
MAPK p38 als entscheidendes Enzym bei der Wirkung von CS auf die PGE2 Synthese 
ermittelt werden. Dabei führten sowohl das natürliche C4S als auch das hochsulfatierte 
sCS3 zu einer verringerten Aktivierung. 
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Der Transkriptionsfaktor NfκB ist einer von mehreren, die an den Promotorbereichen der 
beiden induzierbaren PGE2 Enzyme, Cox-2 und mPGES1, binden. Es ist anzunehmen, 
dass die hier aufgezeigte verringerte Aktivität von NfκB als auch die verhinderte Translo-
kation in den Zellkern eine reduzierte Transkription der jeweiligen mRNA bedingten. 
Abhängig vom untersuchten Modell und den verwendeten Kulturbedingungen können 
diese Prozesse moduliert sein. 
Die Erkenntnisse dieser experimentellen Arbeit liefern einen weiteren wichtigen Baustein 
zum Verständnis der molekularbiologischen Abläufe während entzündlicher Prozesse. Die 
Verwendung von Chondroitinsulfat, insbesondere hochsulfatiertes CS, in Kombination mit 
hMSC kann gezielt zu einer Verringerung der Entzündungsreaktion während der Implan-
tateinheilung führen. Die durch PGE2 hervorgerufenen Symptome, wie erhöhte Ge-
fäßpermeabilität, Schwellung und verstärktes Schmerzempfinden begründen diese 
positiven Effekte. 
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A._Diagramm A.1 Darstellung der relativen Proteinexpression von Cox-2 
 Die Ermittlung der relativen Proteinexpression von Cox-2 erfolgte mittels Western Blot 
Analyse. Dabei wurden jeweils Proben nach 24, 48, 72 und 96 Stunden untersucht. Neben 
der unbehandelten Kontrolle (CTRL) wurden die Zellen mit IL-1β, sCS3, C4S sowie den 























































A._Abbildung B.1 Darstellung der relativen Proteinexpression von mPGES1 
 Die Ermittlung der relativen Proteinexpression von mPGES1 erfolgte mittels Western Blot 
Analyse. Dabei wurden jeweils Proben nach 24, 48, 72 und 96 Stunden untersucht. Neben 
der unbehandelten Kontrolle (CTRL) wurden die Zellen mit IL-1β, sCS3, C4S sowie den 



















































A._Abbildung C.1 Darstellung der relativen Proteinexpression von p42/44 MAPK 
 Die Ermittlung der relativen Proteinexpression von p42/44 MAPK erfolgte mittels Western 
Blot Analyse. Dabei wurden jeweils Proben nach 10, 20, 30 und 60 Minuten untersucht. 
Neben der unbehandelten Kontrolle (CTRL) wurden die Zellen mit IL-1β, sCS3, C4S sowie 
den Kombinationen aus IL-1β und den jeweiligen CS behandelt. Zur Auswertung wurde 














































A._Abbildung D.1 Darstellung der relativen Proteinexpression von pp38 MAPK 
 Die Ermittlung der relativen Proteinexpression von pp38 MAPK erfolgte mittels Western 
Blot Analyse. Dabei wurden jeweils Proben nach 10, 20, 30 und 60 Minuten untersucht. 
Neben der unbehandelten Kontrolle (CTRL) wurden die Zellen mit IL-1β, sCS3, C4S sowie 
den Kombinationen aus IL-1β und den jeweiligen CS behandelt. Zur Auswertung wurde 




Anhang E Immunfluoreszenzfärbung von hMSC  
 
A._Abbildung E.1  Immunfluoreszenzfärbung von hMSC – Translokation von pNfκB in den Nukleus  
(CTRL, sCS3) 
 Inkubationszeit: 30, 60 Minuten; Glykosaminoglykan: sCS3; blau - DAPI Färbung 
(Zellkern) λEM=461 nm; rot - pNfκB Färbung, sek. AB Alexa Fluor® 568 anti rabbit IgG, 
λEM=603 nm; grün - F-Aktin Färbung, λEM=518 nm; Vergrößerung 40x 
 A: CTRL nach 30 Minuten       
 B: CTRL nach 60 Minuten  
 C: sCS3 nach 30 Minuten 








A._Abbildung E.2  Immunfluoreszenzfärbung von hMSC – Translokation von pNfκB in den Nukleus  
(CTRL, sCS3) 
 Inkubationszeit: 30, 60 Minuten; Stimulanz: IL-1β; Glykosaminoglykan: sCS3; blau - DAPI 
Färbung (Zellkern) λEM=461 nm; rot - pNfκB Färbung, sek. AB Alexa Fluor® 568 anti rabbit 
IgG, λEM=603 nm; grün - F-Aktin Färbung, λEM=518 nm; Vergrößerung 40x 
 E: IL-1β nach 30 Minuten  
 F: IL-1β nach 60 Minuten  
 G: IL-1β/sCS3 nach 30 Minuten 
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